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Resumen 
Acinetobacter baumannii, evidencia la habilidad de ciertas bacterias saprofitas para 
adaptarse fácilmente a condiciones hostiles y expresar elementos genéticos que les 
permiten sobrevivir. Este microorganismo, considerado, actualmente como uno de los 
más importantes patógenos oportunistas hospitalarios, posee un intercambio genético 
frecuente, lo que le confiere ciertas ventajas en la adquisición de mecanismos como la 
resistencia a antibióticos. Los mecanismos más relevantes que intervienen en la 
resistencia son procesos enzimáticos que incluyen la producción de enzimas que 
hidrolizan el antibiótico, o que  modifican el sitio de unión del antibiótico al sitio blanco y 
no enzimáticos como la reducción en el número y tamaño de las proteínas de membrana 
externa (OMP), y modificación en las proteínas de unión a la penicilina (PBP). En A. 
baumannii, los sistemas de eflujo se conocen como mecanismos no enzimáticos 
asociados, no sólo con la resistencia a los antibióticos, sino también con otros procesos 
biológicos, tales como la patogenicidad y metabolismo bacteriano. En Colombia, la 
investigación en A. baumannii, se ha centrado en estudios clínicos, moleculares y 
epidemiológicos. Sin embargo, hasta la fecha se desconoce cuál es el papel de los 
mecanismos de eflujo en la aparición de fenotipos resistentes en cepas de A. baumannii. 
Este estudio sugiere que la cepa colombiana AB107M posee sistemas de eflujo 
funcionales, ya que mostraron reducciones significativas en la MIC para tres antibióticos 
tras la adición de CCCP, y frente al control sin inhibidor. En el presente estudio, hemos 
identificado los sistemas de flujo en un cepa clínica A. baumannii multirresistente por 
estrategias moleculares y bioinformáticas. También caracterizamos un sistema tipo RND 
(AdeABC), que normalmente se encuentra en el 80 % de los aislamientos clínicos, para 
determinar los cambios en los perfiles de resistencia de un mutante deficiente en el gen 
adeB. Los resultados de la secuenciación y anotación mostraron que 96 genes 
codificantes para sistemas de eflujo en la cepa AB107M pertenecen a las cinco familias 
de eflujo: 40 MFS, 4 RND, 35 ATPasas, 1 SMR, 1 MATE. Su organización genómica es 
tripartita en los tres primeros sistemas singulares, mientras que para los últimos dos los 
componentes son singulares. Esto también demuestra la capacidad para extruir una 
amplia gama de sustratos relacionados con los procesos biológicos tales como el 
metabolismo, la resistencia, y la virulencia. Por otra parte, se identificó un sistema de 
eflujo AdeABC por PCR, y se generó un mutante deficiente adeB, que mostró claramente 
que este sistema está implicado en la resistencia a tres antibióticos evaluados en la cepa 
AB107M (ciprofloxacina, tetraciclina, colistina), observado por un cambio en el perfil de 
susceptibilidad, en comparación con la cepa tipo. Además se evaluó el papel de estos 
sistemas en otros mecanismos, como la formación de biopelículas, la producción de 
homoserin lactonas y la motilidad. Este trabajo proporciona información importante para 
la comprensión de las funciones fisiológicas de estos sistemas en la evasión de 
moléculas de origen natural, que favorece la supervivencia de la bacteria en su nicho 
ecológico. 
Palabras claves: Multirresistencia, Acinetobacter baumannii, bombas de eflujo, 
AdeABC, mutagénesis 
   
Abstract 
Acinetobacter baumannii, shows how certain saprophytic bacteria can easily adapt to 
hostile conditions and express genetic elements that allow them to survive. This 
bacterium, considered as one of the most important opportunistic species in public health, 
has a frequent genetic exchange, which gives it certain advantages in acquisition of 
mechanisms like antibiotic resistance. The most relevant mechanisms involved in the 
resistance are enzymatic processes (production of enzymes that modify the target site or 
hydrolyze the antibiotic) and non-enzymatic (reduction in number and size of the outer 
membrane proteins (OMP), altered penicillin binding protein (PBP). In A. baumannii, 
efflux systems are known non-enzymatic mechanisms associated not only with antibiotic 
resistance, but also with other biological processes, such as pathogenicity and 
metabolism. In Colombia, research in A. baumannii, has focused on clinical, molecular 
and epidemiological studies. Nevertheless, to date it is unknown which is the role of efflux 
mechanisms in the emergence of resistant phenotypes of A. baumannii strains. This 
study suggested that Colombian AB107M strain has functional efflux systems, as they 
showed significant reductions for three antibiotics-MICs upon addition of CCCP, 
compared the control without inhibitor. In the present study, we identified the efflux 
systems in a multidrug-resistant clinical A. baumannii isolate by molecular and 
bioinformatics strategies. We also characterized one RND-type system (AdeABC), which 
is typically located in 80% of clinical isolates, to determine changes in resistance profiles 
of a mutant deficient in the gene adeB. Our sequencing and annotation results showed 
that strain AB107M harbors 96 genes encoding to efflux pumps belonging to the five 
family members: 40 MFS, 4 RND, 35 ATPase, 1 SMR, 1 MATE,  and their  genomic 
organization is tripartite in the first three singular systems, whereas  the last two are 
singular components. This also demonstrates the ability to extrude a wide range of 
substrates related with biological processes such as metabolism, resistance, and 
virulence. Moreover, we identified one AdeABC efflux system by PCR, and we generated 
a deficient adeB mutant, which clearly showed that this system is involved in multidrug 
resistance of strain AB107M, as a change in the susceptibility profile is observed, when 
compared to the wild type isolate. Currently were evaluated the role of these systems in 
other mechanisms such as biofilm formation, quorum sensing and motility. This work 
provides important insights for understanding the physiological roles of these systems in 
evading naturally occurring molecules, which favor the survival of the bacterium in its 
ecological niche. 
Key words: Multidrug resistance, Acinetobacter baumannii, efflux pumps, AdeABC, 
mutagenesis 
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Introducción 
 
Las infecciones asociadas al cuidado de la salud, causadas en su mayoría por bacterias 
oportunistas, son un problema para las instituciones hospitalarias debido a que producen 
un aumento en los índices de morbilidad y mortalidad, que eleva los costos de atención al 
paciente (Fournier & Richer, 2006). 
Una de las especies relacionadas con infecciones asociadas al cuidado de la salud es 
Acinetobacter baumannii, aislada de diferentes procesos infecciosos ocasionados por 
cepas resistentes a más de tres grupos de antibióticos (multirresistentes), ó por cepas 
resistentes a todos los antibióticos de uso clínico (pan-resistentes) (Diomedi, 2005).  
La habilidad de este microorganismo para adquirir resistencia a antibióticos, su 
capacidad para subsistir en ambientes inhóspitos, su facilidad de diseminación y su difícil 
erradicación, han determinado la permanencia de cepas que son causa de infecciones y 
de brotes hospitalarios. Según la Organización Mundial de la Salud las infecciones 
causadas por esta especie, y en especial las debidas a cepas multirresistentes, son un 
problema de salud pública (OMS, 2003). 
Los mecanismos de resistencia de Acinetobacter baumannii son de dos tipos: 
enzimáticos, caracterizados por la producción de enzimas hidrolíticas, que generan 
inactivación de los antibióticos, y los no enzimáticos, que incluyen cambios en las 
porinas, disminución de la permeabilidad de la membrana y sobre-expresión de sistemas 
de eflujo (Peleg, 2008). 
En Acinetobacter baumannii los sistemas de eflujo son proteínas de transporte presentes 
tanto en células procariotas como eucariotas e involucradas en la extrusión de sustratos 
tóxicos (Incluidos los antibióticos) (Poole  et al., 2008). Los sistemas de eflujo se pueden 
clasificar en cinco familias: familia facilitadora mayor (MFS), familia pequeña de 
multirresistencia (SMR), familia de multirresistencia y extrusión de compuestos tóxicos 
(MATE), familia de resistencia, nodulación y división celular (RND), y la familia  ATPasa  
(Magnet et al., 2001).  
Las investigaciones documentadas en Colombia relacionadas con el fenómeno de la 
multirresistencia en A. baumannii, se han centrado en abordar aspectos clínicos, 
moleculares y epidemiológicos. Pero hasta el momento, se desconoce el papel de los 
sistemas de eflujo en el fenotipo de resistencia de A. baumannii de origen Colombiano. 
En este estudio, se planteó la evaluación de la participación de estos sistemas de eflujo 
en una cepa multirresistente de A. baumannii, aislada de un hospital de la ciudad de 
Bogotá (Colombia). 
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Los resultados obtenidos a través de este primer trabajo exploratorio de sistemas de 
eflujo en una cepa Colombiana de A. baumannii, aportaron información en la 
comprensión de los mismos dado que, la inactivación química y genética del 
transportador del gen adeB (locus ABIBUN_0995) evidenció que la bomba AdeABC 
cumple un rol importante en el fenotipo de multirresistencia de la cepa AB107M de A. 
baumannii.
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1. Marco Teórico  
1.1 Generalidades de Acinetobacter baumannii y 
mecanismos de resistencia 
A. baumannii es un bacilo gram negativo que se encuentra habitualmente como saprófito 
en ambientes naturales como suelo, agua, animales y plantas. Es posible aislarlo de 
humanos sanos, como parte de la microbiota normal de la piel y faringe (Fournier & 
Richer, 2006; Bergogne & Towner, 1996). Sin embargo, en los últimos años empezó a 
describirse como un patógeno oportunista involucrado en infecciones nosocomiales, 
causadas por cepas resistentes a los principales antibióticos de uso clínico (Piolle et al., 
2008). 
Este microorganismo, según el Grupo de Resistencia Bacteriana de Bogotá (GREBO), se 
ubica dentro de los diez primeros microorganismos de importancia clínica en infecciones 
del tracto urinario, endocarditis, infecciones del sitio quirúrgico, meningitis, septicemia y 
neumonía asociada al ventilador aislados en las unidades de cuidado intensivo (UCI) en 
Colombia  (Galarah et al., 2011). 
Una de las características distintivas más importantes de Acinetobacter, es la 
persistencia de las especies en superficies medioambientales, reportando una 
sobrevivencia mayor a veinticinco días en superficies bióticas y abióticas (Diomedi, 
2005). Además de ello, sobrevive en una gran  variedad de fuentes nutricionales, se 
adapta a un amplio rango de temperaturas, pH, salinidad, niveles de humedad y diversos 
ambientes, lo cual facilita su recuperación in vitro (Iacono et al., 2010).  
La  falta de motilidad, producción de la enzima catalasa y no fermentación de la lactosa, 
son otras de las principales características de este microorganismo, las cuales permiten 
una aproximación en su identificación, aunque son los métodos genotípicos los que 
finalmente permiten su discriminación como A. baumannii (Dijkshoorn & Nemock, 2007).  
En los últimos años, instituciones hospitalarias y organismos de vigilancia en salud, han 
trabajado fuertemente en el control de las infecciones intrahospitalarias. Sin embargo 
durante los últimos cinco años, se ha reportado un aumento en la resistencia a todos los 
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antibióticos, haciendo más difícil el tratamiento de las infecciones causadas por estos 
microorganismos resistentes (Pérez et al., 2007). 
1.1.1 Mecanismos de resistencia bacteriana 
Dado que los mecanismos de resistencia son determinantes en el fenotipo de la cepa, es 
importante tener presente que estos se agrupan en dos categorías: Mecanismos 
enzimáticos y no enzimáticos. 
1.1.1.1 Mecanismos de resistencia enzimáticos 
La hidrólisis, mediada por la acción enzimática, genera cambios en la estructura y 
pérdida en la funcionalidad del antibiótico (Villegas, Tafur &Torres 2008). Este tipo de 
mecanismo, presente en β-lactámicos se produce por la producción de enzimas llamadas 
β-lactamasas, que hidrolizan el anillo β-lactámico (Peleg et al., 2008).  
En A. baumannii, las β-lactamasas se dividen en AmpC, que hidrolizan cefalosporinas de 
espectro reducido, cefalosporinas de  tercera generación, aztreonam, e inhibidores de 
betalactamasas. Las β-lactamasas de espectro extendido, que son afectadas por 
inhibidores de β-lactamasas, y las carbapenemasas, que actúan sobre carbapenémicos 
(Villegas, Tafur &Torres 2008). 
Además de las β-lactamasas, existen otras enzimas denominadas modificadoras, que 
inactivan aminoglicósidos mediante reacciones de fosforilación, adenilación y 
fosforilación (Mella et al., 2004; Molina et al., 2009, Villegas, Tafur &Torres 2008), lo que 
conlleva a la unión débil del aminoglicósido a los ribosomas bacterianos (Mella et al., 
2004). 
1.1.1.2 Mecanismos de resistencia no enzimáticos 
Los mecanismos no enzimáticos se relacionan con tres procesos: la alteración en la  
permeabilidad de la membrana por cambios en las porinas; la modificación del sitio 
blanco cuando se afecta la estructura terciaria del sitio de acción de los antibióticos; y la 
sobre-expresión de  sistemas de eflujo cuando el antibiótico es expulsado al espacio 
periplásmico (Villegas, Tafur &Torres 2008).  
Teniendo en cuenta que los mecanismos de resistencia bacteriana están mediados por la 
acción de los sistemas de eflujo, es clave conocer las características de estos últimos. A 
continuación, se realizará una breve descripción de los sistemas de eflujo, su 
clasificación y participación en diferentes procesos biológicos. 
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1.1.2 Características de los sistemas de eflujo 
Las sistemas de eflujo, definidos como proteínas de transporte constitutivas, e 
involucradas en la extrusión de una amplia gama de sustratos, fueron descritospor  
McMurry en 1980, quién estudio en Escherichia coli, la presencia de eflujo activo para el 
antibiótico tetraciclina (Martínez et al., 2009).  
No obstante, se cree que los sistemas de eflujo anteceden a la era de los antibióticos, por 
lo que su rol no está relacionado con el uso de los mismos (Piddock, 2006). Por tanto, se 
sugiere que son elementos antiguos evolutivamente, de gran importancia para la 
fisiología y el comportamiento ecológico de todos los seres vivos, incluyendo bacterias y 
arqueas (Martínez et al., 2009). 
Los genes codificantes de sistemas de eflujo están altamente conservados, y su 
expresión está altamente regulada por mecanismos de control como el sistema de dos 
componentes (Martínez et al., 2009).  
Los sistemas de eflujo están organizados como sistemas singulares (una proteína) ó 
tripartitos  (tres proteínas), constituyen al menos el 10% de los transportadores en varias 
especies bacterianas, participan en procesos de resistencia y patogenicidad (Martínez et 
al., 2009).En la resistencia, las sistemas de eflujo han emergido como elementos 
importantes para el equilibrio de la célula al expulsar de la célula compuestos tóxicos, 
como metales, sales biliares y antibióticos (Wieczorek et al., 2008).   
En la patogenicidad, los sistemas de eflujo participan en el transporte de determinantes 
de virulencia, al expulsar moléculas asociadas con el proceso de adhesión e invasión de 
la célula huésped (Piddock, 2006). 
1.1.3 Clasificación de los sistemas de eflujo 
En la actualidad se conocen cuatro características que definen las cinco familias de 
sistemas de eflujo, ellas son: el número de componentes de la bomba (singular o 
tripartita); el número de dominios transmembranales de la proteína transportadora; la 
fuente de energía que usen; y el tipo de sustrato que exportan (Piddock et al., 2006; 
Wieczorek et al., 2008). 
Las sistemas de eflujo, se dividen en cinco familias: familia de ATPasa (ATP), familia 
facilitadora mayor (MFS), familia pequeña de multirresistencia (SMR), familia de 
multirresistencia y extrusión de compuestos tóxicos (MATE) y familia de resistencia, 
nodulación y división celular  (RND) (Magnet et al., 2001; Marchand, 2004). 
En la figura 1-1, se describe las características de cada una de las cinco familias 
reportadas en bacterias. Se observan las diferencias en los componentes de cada familia 
(singular ó tripartita), el tipo de sustratos y el mecanismo de acción que emplea para 
extruirlos. 
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Figura 1-1. Organización estructural de las cinco familias de sistemas de eflujo (Modificado de Piddock, 2006).En 
colores naranja, violeta y verde, se grafican las familias de bombas con organización tripartita (MFS, RND y  ATP), y en 
colores azul y rojo las bombas constituidas por una sola proteína (MATE y SMR). Las flechas indican el mecanismo usado 
para la extrusión de sustratos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A continuación, se realizará una breve descripción de cada una de las familias de 
sistemas de eflujo, descritas para bacterias Gram Negativas, y posteriormente para A. 
baumannii: 
1.1.3.1 Familia Resistencia-Nodulación-División Celular (RND)1 
La familia RND ampliamente distribuida en bacterias como Salmonella, E. coli, Erwinia, 
Pseudomonas, Campylobacter y Neisseria, conforman un sistema tripartito constituido 
por tres proteínas: una proteína de fusión de membrana (MFP) localizada en la 
membrana interna, una proteína de membrana externa (OMP), y una proteína accesoria 
ubicada en la membrana interna. La forma trimérica de la familia RND genera un canal 
continuo que atraviesa las membranas externa e interna, y el espacio periplásmico 
(Magnet et al., 2001). 
 
La familia tipo RND, emplea el gradiente protónico de la membrana para expulsar el 
sustrato, intercambiando un hidrogenión por una molécula del antibiótico. Los principales 
sustratos de esta familia son: tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, cefotaxima, 
gentamicina, kanamicina y tigeciclina (Opazo, 2009; Piddock, 2006). 
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1.1.3.2 Familia Facilitadora mayor (MFS)2 
La familia de eflujo MFS, presente en bacterias como Staphylococcus aureus y 
Streptocuccus pneumoniae, puede encontrarse como un sistema singular conformado 
por una proteína de tipo permeasa, ó tripartito constituido por una proteína 
citoplasmática, una proteína MFS y una porina de membrana externa (Opazo, 2009). 
Esta familia, participa en la captación y absorción de los productos intermediarios del 
ciclo de Krebs y otros metabolitos; además media la salida de antibióticos y el transporte 
de aniones orgánicos e inorgánicos (Saier et al., 1998). Los sistemas de eflujo que 
pertenecen a la familia de MFS, actúan bajo el principio de fuerza protónica (Vila et al., 
2007).  
1.1.3.3 Familia de multirresistencia y Extrusión de Compuestos 
Tóxicos (MATE)3 
La familia MATE es un sistema singular, constituido por una sola proteína. Se encuentra 
en células eucariotas, procariotas y le confiere a los microorganismos resistencia a 
agentes catiónicos, como fluoroquinolonas: acriflavina, norfloxacina, ciprofloxacina, y 
bromuro de etidio (Nikadio et al., 2009; Vila et al., 2007). Las fuentes de energía de esta 
familia son la fuerza protónica motriz y el gradiente del ión sodio (Piddock, 2006). 
1.1.3.4 Familia de Transportadores Pequeños de Resistencia - 
Multidroga (SMR)4 
La familia SMR, presente en todos los organismos vivos, es un sistema singular 
constituido por una sola proteína (Jack et al., 2000). Las proteínas tipo SMR, expulsan 
sustratos como desinfectantes, antibióticos, azúcares, metabolitos secundarios y aniones 
(Nikadio, 2009). Los sistemas de expulsión tipo SMR emplean como fuente de energía un 
gradiente de protones (Jack et al., 2000). 
1.1.3.5 Familia de transportadores dependientes de ATP tipo ABC5 
La familia de transportadores dependiente de ATP tipo ABC, se denominan así por la 
secuencia y organización de los dominios de unión al ATP. Posee un sistema tripartito, 
presente en todos los organismos, y emplean energía para transportar hacia el interior 
                                               
 
 
2
Por sus siglas en inglés Major Facilitator Superfamily 
3
Por sus siglas en inglés Multi-Antimicrobial Extrusion Protein 
4
Por sus siglas en inglés Small Multidrug Resistance Family 
5
Por sus siglas en inglés ATP Binding Casette Superfamily 
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exterior de la célula compuestos como productos metabólicos, lípidos como esteroles, 
(Wieczorek et al., 2008; Nikadio, 2009; Dean et al; 2001). 
1.2 Sistema de Resistencia-Nodulación-División 
Celular en la Multirresistencia de Acinetobacter 
baumannii 
Los sistemas tipo RND, uno de los más importantes determinantes de multirresistencia 
en bacterias Gram-negativas, están involucrados en la expulsión de una amplia gama de 
sustratos. La organización genética de este sistema está dada por tres componentes 
transmembranales, codificados por operones (Piolle, Magnet, Bremont; 2008; Coyne & 
Perichón, 2011). Los sistemas de eflujo tipo RND para Acinetobacter son del tipo: 
AdeABC, AdeDE, AdeIJK y AdeXYZ (Figura 2-1). 
El sistema AdeABC, descrito en el año 2001 (Magnet et al., 2001), está constituido por un 
sistema tripartito, conformado por una proteína transportadora (AdeB), una proteína de 
fusión de membrana (AdeA) y una proteína de membrana externa (AdeC) (Opazo et al., 
2009). Los sustratos para este sistema incluyen aminoglicósidos, tetraciclinas, 
fluoroquinolonas, trimetroprim, cloranfenicol y bromuro de etidio (Vila et al., 2007).  
Los genes estructurales adeA, adeB, y adeC son contiguos, se orientan en el mismo 
sentido de transcripción y hacen parte de un operón. Sin embargo, en sentido contrario  a 
la transcripción, se encuentran dos genes AdeR y AdeS, que conforman el sistema de 
dos componentes (Piddock, 2006).  
El sistema de dos componentes es un tipo de sistema de transducción de señales en 
bacterias, compuesto por proteínas modulares que poseen  dos dominios, los cuales en 
presencia de una señal, median la transcripción de genes como respuesta a cambios en 
las condiciones fisicoquímicas extracelulares (Bekker, Mattos, and Hellingwerf, 2006). 
El sistema AdeIJK, aislado de la cepa de A. baumannii BM4454 en el año 2008 posee la 
capacidad de expulsar una amplia gama de sustratos, tales como ß- lactámicos, 
fluoroquinolonas, cloranfenicol, rifampicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina-
tigeciclina, lincosamidas, ácido fusídico, novobiocina, rifampicina, y trimetroprim (Coyne 
et al., 2010; Piolle, 2008). Los genes AdeI, AdeJ, y AdeK,  codifican para un sistema de 
tres componentes: AdeI, una proteína de fusión de membrana; AdeJ, una proteína 
transportadora y AdeK, una porina (Piolle et al., 2008).  
El sistema AdeDE,  descrito en el año 2010, permite la expulsión de  safranina, bromuro 
de etidio, naranja de acridina, y antibióticos como la amikacina, ceftazidima, cloranfenicol, 
ciprofloxacina, eritromicina, meropenem, rifampicina y tetraciclina (Piddock, 2006; Coyne, 
Perichon; 2010).  
El sistema AdeDE, presenta un gen que codifica para una proteína de fusión de 
membrana adeD, y un gen que codifica para el transportador adeE. Sin embargo, la 
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proteína de membrana externa para AdeDE no ha sido identificada (Wieczorek et al., 
2008). 
 
Figura 2-1. Representación esquemática de los operones para el sistema de eflujo RND en Acinetobacter 
baumannii (Tomada de Coyne et al., 2011). El operón AdeABC, codifica para el gen adeA, adeB, adeC, y un sistema de 
regulación constituido por los genes AdeRS. El operón AdeIJK, está constuido por el gen  adeI, adeJ, adeJ. El operón 
AdeFGH, está formado por los genes adeF, adeG, adeH y como sistema de regulación el gen adeL. 
 
 
1.3 Otros sistemas de eflujo descritos para  A. 
baumannii 
En A. baumannii también se han descrito los siguientes sistemas de eflujo, 
pertenecientes a las familias de eflujo: MFS, MATE y SMR 
 
 CraA, es un sistema de la familia tipo MFS que se sobreexpresa en respuesta a 
la exposición a cloruro de sodio  (Coyne et al., 2011). 
 
 AmvA, es un miembro de la familia MFS caracterizado recientemente, y sus 
sustratos son colorantes, desinfectantes, detergentes y el antibiótico eritromicina 
(Coyne et al., 2011). 
 
 AbeM, es un miembro de la familia MATE, que extruye aminoglicósidos, 
fluoroquinolonas, cloranfenicol, trimetroprim, bromuro de etidio, y colorantes. Su 
importancia para la resistencia a múltiples fármacos de A. baumannii sigue siendo 
hipotética, dado que el sistema sólo se ha estudiado en E. coli (Coyne et al., 
2011). 
 
 AbeS, es una miembro de la familia SMR, confiere resistencia a cloranfenicol, 
fluoroquinolonas, eritromicina, novobiocina, colorantes y detergentes (Coyne et 
al., 2011). 
 
 QacE, es un miembro de la familia SMR, confiere resistencia a sales de amonio 
cuaternario (Coyne et al., 2011). 
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 CmLA/FloR, es una miembro de la familia MFS, que confiere resistencia a 
cloranfenicol, y florfenicol (Coyne et al., 2011). 
1.4 Principales estrategias empleadas para la 
obtención de mutantes cromosomales 
Los eventos de mutación en bacterias pueden ser de dos tipos: al azar y sitio específico. 
La mutación al azar es una técnica que permite la construcción de librerías de DNA. 
Estas librerías se usan para propósitos de estructura, función y estudios de evolución 
dirigida (Sambrock & Russell, 2001). 
 
La mutagénesis al azar se realiza con el uso de transposones y de polimerasas de baja 
fidelidad. Los transposones son elementos móviles de DNA, empleados en procesos de 
mutagénesis por su propiedad de insertarse repetidamente en varios sitios del genoma 
(Vizváryova, Valkova, 2004). El uso de ADN polimerasas del grupo X y Y, se emplean 
para este fín, debido a su baja fidelidad en la incorporación de nucleótidos y a su 
incapacidad para corregir los cambios en el DNA (Sambrock & Russell, 2001). 
 
La mutación sitio específica se usa para generar mutaciones puntuales, inserciones, ó 
deleciones con una secuencia específica de DNA (Sambrock & Russell, 2001). Los 
métodos empleados para la mutagénesis sitio específica incluyen la transferencia de 
ADN lineal y la utilización de vectores suicidas (denominados así porque se integran en 
el genoma de la cepa a mutar). La transferencia de ADN lineal, se logra por reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) de un marcador de selección, flanqueado por segmentos 
de ADN homólogos a las secuencias del cromosoma (Schweizer, 2008).  
 
La utilización de vectores suicidas se logra mediante la clonación del fragmento del gen a 
mutar en un vector suicida, el cual es transferido a la célula huésped mediante 
electroporación o conjugación. Dado que el remplazo de genes, con plásmidos suicidas, 
resulta en la formación de merodiploides ó diploides6, las mutaciones en los genes 
clonados no necesariamente tienen que seleccionarse con un antibiótico. Estos 
merodiploides, se resuelven en ausencia de antibióticos, por eventos de recombinación 
simples, seleccionados por un marcador propio del plásmido como un antibiótico 
(Schweizer, 2008).  
Figura 3-1. Estrategia sitio específica usando un vector suicida. Tomado de Schweizer, 2008. El vector suicida 
contiene un origen de transferencia por conjugación (OriT), un marcador de resistencia antibiótico (Ab
r)
, un origen de 
replicación (Ori), y un marcador de contra selección para sacarosa (sacB) y el gen mutado (indicado en forma de X) es 
transferido a la célula receptora por conjugación. La selección por antibiótico permite la formación del merodiploide por 
                                               
 
 
6
bacteria que incorporó un fragmento de ADN del exterior que contiene una variante de un gen propio de la bacteria, de 
manera que ahora posee dos copias de ese gen 
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recombinación homóloga. La contra selección con sacarosa promueve la excisión de la secuencia por eventos de deleción. 
La deleción 1, causa una excisión mediada por Rec de la secuencia del plásmido indeseado y del alelo de la cepa nativa, 
resultando en el intercambio del alelo del mutante al cromosoma. La deleción 2 permite la excisión de la secuencia del 
plásmido indeseado pero removiendo el alelo del mutante, resultando en la reversión del evento. 
 
1.5 Algunas estrategias empleadas para la obtención 
de mutantes cromosomales en A. baumannii 
En A. baumannii, se han realizado mutaciones en genes como el adeB, que codifica para  
una proteína transportadora (Aranda et al., 2010). En Francia, la inactivación del gen 
adeB en A. baumannii permitió la construcción de un mutante con cambios en el perfil de 
resistencia para los antibióticos del grupo de aminoglicósidos, fluoroquinolonas, 
tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, y trimetroprim (Magnet et al., 2001). En España 
se logró la construcción de mutantes en A. baumannii mediante remplazo e inactivación 
de tres genes cromosomales (omp33, oxyR y soxR) (Aranda et al., 2010). 
Adicionalmente, en Europa se han usado transposones como el Tn5-Km en la cepa 
ATCC 17978 de A. baumannii. Este proceso de mutagénesis insercional generó 
aislamientos avirulentos para seis islas genómicas (Smith, 2008).
 
Merodiploide 
Mutante                                                             Genoma 
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2. Objetivos 
2.1 Objetivo General 
 
Evaluar la participación de un sistema de eflujo tipo RND, en la multirresistencia de una 
cepa colombiana de A. baumannii, asociada con infección intrahospitalaria. 
2.2 Objetivos Específicos 
 
3. Identificar los genes codificantes de sistemas de eflujo tipo RND de una cepa de 
A. baumannii y comparar con otros genomas de esta misma especie, reportados 
en bases de datos internacionales. 
 
4. Inactivar en el aislamiento previamente seleccionado, una de las bombas de la 
familia tipo RND, que se haya encontrado asociada con la resistencia de la cepa 
secuenciada. 
 
5. Evaluar el efecto de la mutagénesis, en el perfil de susceptibilidad y en  los 
niveles de resistencia frente a cuatro (4) grupos de antibióticos.
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3. Materiales y métodos 
 
3.1 Material biológico 
3.1.1 Selección de la cepa de estudio de A. baumannii: 
características microbiológicas e identificación molecular 
de genes de resistencia enzimática 
La cepa seleccionada para este trabajo, hace parte de un grupo de veinte aislamientos 
de A. baumannii multirresistentes, recolectados entre los años 2004-2009 en cuatro 
hospitales Colombianos (A; B; C; D). La identificación previa de las aislamientos como A. 
baumannii se realizó a nivel microbiológico, utilizando el sistema automatizado VITEK 
(BioMérieux) y molecularmente mediante el análisis de los polimorfismos en longitud de 
los fragmentos de restricción (RFLP-PCR), y de la región intergénica espaciadora (ITS) 
de los genes 16S rRNA y 23S rRNA (Hernández et al., 2011).  
Para el desarrollo de este proyecto, en los aislamientos de A. baumannii se verificó la 
detección de algunos determinantes genéticos, mediante la amplificación de ADN por  
reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Para tal efecto, se amplificaron los genes 
que confieren resistencia a: carbapenémicos (los codificantes de las Oxacilinasas 
OXA23, OXA24, OXA51, OXA58); a cefalosporinas (codificantes de CTX, ADC, TEM, 
SHV);  a quinolonas (gyrA, parC) y aminoglicósidos (codificantes de adeniltransferasas, 
acetiltransferasas, fosfotransferasas, aadA1, aadB, aacA4, aacC1, aacC2, aphA6, armA), 
usando las condiciones descritas en trabajos previos (Medina, 2011). 
Las relaciones genéticas de los aislamientos fueron establecidas por tipificación 
molecular, mediante el análisis del perfil electroforético de los productos de amplificación 
por PCR de regiones repetitivas palindrómicas (REP-PCR) (Saavedra, 2006), que 
corresponden con lo descrito para los aislamientos clínicos de los cuatro hospitales 
mencionados, los cuales se agruparon en siete grupos clonales (Figura 4-3), según los 
dendogramas obtenidos en el programa GelCompar II versión 6.0 (Hernández et al., 
2011).  
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Por otro lado, se estableció el genotipo de algunos aislamientos de Acinetobacter 
baumannii mediante la técnica Multi-Locus Sequence Typing (MLST), que amplifica siete 
(7) genes constitutivos y permite establecer el tipo de cepa ó ST mediante el análisis de 
las secuencias amplificadas (Bartual et al., 2005). El genotipo MLST del aislamiento de A. 
baumannii 107m (el cual se denominará de ahora en adelante como cepa AB107M) fue 
el ST 25, descrito como un clón aislado en el año 2011, el cual presentó asociación con 
tres brotes en sesenta y dos pacientes de tres regiones geográficas de Europa (Grecia, 
Italia y Turquía) (Zarrilli et al., 2011).  
Figura 4-3 Dendrograma de  120 aislamientos clínicos identificados como A. baumannii. FC: Hospital A; M: 
Hospital B; N: Hospital C y SB: Hospital D (Hernandéz et al., 2011). Se resalta con una flecha de color azul la cepa 
seleccionada para este estudio. 
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La finalidad de este trabajo se centró en evaluar el rol de los sistemas de eflujo en la 
multirresistencia de la cepa AB107M. La metodología empleada se basó en tres grandes 
fases: la primera consistió en identificar en la cepa los genes relacionados con los 
sistemas de eflujo; la segunda fase en la inactivación de un gen de la familia tipo RND; y 
la tercera fase en la evaluación de cambios en el perfil de resistencia (Figura 5-3). 
Adicionalmente, se realizó la evaluación de los sistemas de eflujo en otros fenotipos 
como la expresión de proteínas, motilidad y liberación de lactonas. 
 
Figura 5-3.Esquema general de la estrategia formulada para  la evaluación de la  participación de los sistemas 
de eflujo en la multirresistencia y otros procesos biológicos de la cepaAB107M de A. baumannii. Se observa 
cada una de las estrategias formuladas para los tres objetivos planteados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
• Determinación perfil susceptibilidad 
(VITEK/Difusión en disco/MIC). 
• Genotipificación (REP-PCR, MLST) 
• Detección de genes de resistencia por PCR 
 Selección de la cepa AB107M de A. 
baumannii 
 
 
Selección del aislamiento de estudio 
 
  
 
Objetivo 1 
Selección y anotación del 
genoma 
Análisis microbiológico y 
molecular de sistemas de 
eflujo 
Identificación de 
sistemas de eflujo   Objetivo 2 
Selección del sistema de 
eflujo RND a inactivar 
Evaluación del perfil de 
susceptibilidad de los mutantes 
mutantmultirresistencia de 
mutantes 
Evaluación de la inactivación  
en otros mecanismos 
biológicos  
Objetivo 3 
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3.1.2 Otras cepas empleadas para este estudio 
Las cepas de E. coli ATCC 25922, A. baumannii ATCC 19606  (del cepario del Grupo 
Interdisciplinario de Epidemiología Molecular de la Infección Hospitalaria de  la 
Universidad Nacional), empleadas como cepas control para las pruebas de sensibilidad 
antibiótica fueron sembradas en agar LB a 37 °C por 18h. 
Las cepas de E. coli S17, E. coli pRK20137 empleadas para las pruebas de 
transformación y conjugación fueron sembradas en agar LB a 37 °C por 18h para la cepa 
S17 y en LB con kanamicina (50 µg/mL), para la cepa pRK2013. 
Las cepas biosensoras, empleadas para los ensayos de producción de lactonas fueron 
sembradas en agar nutritivo con gentamicina (30 µg/mL) para la cepa A. tumefaciens 
TNTL-4 y en agar LB con kanamicina (50 µg/mL), para la cepa Cromobacterium 
violaceum C.V.026 incubadas a 30 °C por 18h.8 
3.2 Objetivo 1: Identificación de sistemas de eflujo en 
la cepa AB107M de A. baumannii 
En el primer acercamiento a este trabajo se decidió identificar los elementos relacionados 
con los sistemas de eflujo en la cepa AB107M; para esto se realizaron tres tipos de 
evaluaciones: microbiológica, molecular y bioinformática. A nivel microbiológico se llevó a 
cabo la determinación de la MIC en presencia y ausencia del inhibidor CCCP. A nivel 
molecular,  se identificaron los genes de la familia RND mediante la amplificación por 
PCR, y mediante análisis bioinformático, con la búsqueda de genes de eflujo en el 
genoma AB107M. 
3.2.1 Detección microbiológica de sistemas de eflujo en la cepa 
AB107M de A. baumannii 
Los estudios de los sistemas de eflujo a nivel microbiológico empleó el inhibidor de 
bombas de eflujo CCCP (Carbonil Cianida 3-Cloro-fenil-hidrazona), para evaluar cambios 
en la MIC de la cepa. En presencia de este agente que bloquea el mecanismo de 
transporte antiprotónico específico para los sistemas MFS y RND, la bacteria reduce la 
MIC a mas de dos diluciones, al disminuir la capacidad de la bomba para expulsar el 
antibiótico (Pournaras, 2006). 
                                               
 
 
7
 Cepas donadas por la Dra. Zulma Suarez Moreno, miembro del grupo de Bioprocesos y Bioprospección de la Universidad 
Nacional 
8
 Cepas donadas por la Dra. Zulma Suarez Moreno, miembro del grupo de Bioprocesos y Bioprospección de la Universidad 
Nacional 
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La metodología se basó en evaluar la concentración del inhibidor CCCP y posteriormente 
en determinar la MIC de los antibióticos en presencia y ausencia del inhibidor. La 
concentración del CCCP, se estableció evaluando cinco concentraciones del inhibidor: 5 
µg, 10 µg, 12 µg, 25 µg, y 50 µg,  a partir de una solución madre de 5 mg/mL en DMSO4. 
Estas concentraciones preparadas en 1mL, se adicionaron a 9 mL de medio Mueller 
Hinton.  
 
El inóculo de la cepa (3 µL) se sembró sobre la superficie del agar y se incubó por 18 
horas a 37°C. Las lecturas se efectuaron evaluando el crecimiento o no de la cepa en las 
diferentes concentraciones evaluadas. 
 
La concentración mínima inhibitoria se realizó para cuatro antibióticos (gentamicina, 
ciprofloxacina, tetraciclina y colistina), basados en el Instituto de Estándares Clínicos y de 
Laboratorio de Estados Unidos de América (CLSI, 2013). La metodología se basó en 
realizar trece diluciones seriadas del antibiótico, donde la primera dilución se realizó 
pesando 30,72 mg del antibiótico en 3 mL de agua ò etanol. A partir de esta dilución, se 
tomaron 1,5 mL para realizar la dilución del siguiente tubo, el cual contiene 1,5 mL del 
solvente respectivo. De esta manera, se lograron concentraciones que van desde 1072 
µg/mL hasta 0,5 µg/mL.  
Finalmente, 1mL de cada dilución del antibiótico se agregó a 9 mL de Mueller Hinton. El 
inoculo de la cepa (3 µl) se sembró en la superficie del medio. Las lecturas de 
crecimiento/no,  se realizaron después de incubar las cajas de petri a 37 °C por dieciocho 
(18) horas, por observación del crecimiento de la cepa en las diferentes concentraciones 
del antibiótico. 
3.2.2 Detección molecular de genes de resistencia no 
enzimáticos (sistemas de eflujo) en la cepa AB107M de A. 
baumannii 
La detección de los genes codificantes de sistemas de eflujo, se realizó mediante PCR 
utilizando iniciadores degenerados, para amplificar los dominios D y C de la familia RND, 
e iniciadores específicos para detectar un fragmento interno del gen adeB, codificante 
para la proteína transportadora de esta familia de bombas (Magnet et al., 2001).  
El sistema RND y el gen adeB fueron amplificados por PCR, siguiendo los protocolos 
descritos por Magnet y cols (2001), y usando los iniciadores degenerados: 01-02 y 
específicos: 03-04, respectivamente. La secuencia de los iniciadores se muestra en la 
tabla 1-3.  
El ADN se obtuvo a partir de colonias bacterianas frescas, suspendidas en 100µL de 
agua destilada estéril y llevadas a ebullición por diez (10) minutos. Se utilizaron 3 µL de 
la dilución 1/10 del sobrenadante para obtener 15 µL de mezcla de reacción.  
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Las condiciones del ciclo de PCR consistieron en una denaturación inicial de 95°C por 5 
minutos, seguida por 35 ciclos de denaturacion a 95°C por un (1) minuto, anillamiento a 
55°C por un (1) minuto y extensión a 72°C por dos (2) minutos, seguida por una 
extensión final en un periodo de cinco (5) minutos a 72°C. La detección de productos de 
ADN se hizo en el Termociclador iCycler de Biorad®. El ADN amplificado se evaluó 
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 0.5X a 5 V/cm, teñidos 
con bromuro de etidio (0.5µg/mL); se utilizó como referencia del tamaño, el marcador 
DNA 250 pb (Invitrogen®). 
Tabla 1-3. Iniciadores utilizados para la detección de genes RND y adeB en A. baumannii AB107M 
Gen Nombre 
Secuencia 
 
Amplímero Tm Referencia 
adeB 03 
04 
5´GTATGAATTGATGCTGC3´ 
5CACTCGTAGCCAATACC3´ 
 
979 pb 55 °C Magnet et 
al: 2001 
RND 01 
02 
5´GTWGAYGAYGCWATWGTWGT3´ 
5´ARWSWWGTCATWARWATWGG´ 
 
1400 pb 60°C Magnet et 
al: 2001 
 
Los resultados microbiológicos y moleculares de los sistemas de eflujo en A. baumannii, 
se complementaron con el estudio genómico y comparativo de los elementos genéticos 
asociados con las cinco familias de eflujo presentes en el genoma de AB107M.  
3.2.3 Evaluación de genes codificantes de sistemas de eflujo en 
la cepa AB107M de A. baumannii, mediante análisis 
bioinformáticos 
3.2.3.1 Secuenciación y anotación del genoma AB107M de A. baumannii 
El ADN de la cepa de A. baumannii seleccionada para la secuenciación del genoma 
(cepa AB107M), fue extraído usando el protocolo de Qiagen®. El genoma fue 
secuenciado, ensamblado y anotado de la siguiente manera: i) la secuenciación del 
genoma se realizó por los métodos 454 e Ilumina (HiSeq2000), ii) el ensamblaje del 
resultado de Illumina utilizó el programa Velvet, y los resultados de la secueciación por 
454 se alinearon con los de Velvet (Zerbino and Birney, 2008).  
Además, se emplearon herramientas de mapeo de genomas como BWA (Burrows-
Wheeler Aligner – Li, 2009), BOWTIE (Langmead et al., 2009) iii) la anotación del 
genoma se realizó utilizando el sistema de anotación automática del NCBI´s (Prokaryotic 
Genome Anotation Pipeline -PGAP) y por el servidor RAST 4.0  del National Microbial 
Pathogen Data Resource (NMPDR). El sistema PGAAP - NCBI y el servidor RAST 
proporcionaron como resultado los archivos de anotaciones de cada contig en formato 
GenBank (archivo *.gbf) el cual  contiene toda la información de anotación de los contigs. 
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La secuenciación y anotación del genoma hacen parte del proyecto: GENÓMICA 
COMPARATIVA Y FUNCIONAL DEL RESISTOMA Y DEL INFECTOMA DE 
GENOMOESPECIES DEL COMPLEJO Acinetobacter calcoaceticus baumannii, 
CAUSANTES DE INFECCIONES NOSOCOMIALES EN COLOMBIA, financiado por 
Colciencias y desarrollado por los Grupos Centro de Bioinformática del Instituto de 
Biotecnología y Grupo Interdisciplinario de Epidemiología Molecular de la Infección 
Hospitalaria de la Universidad Nacional de Colombia. El  proyecto de secuenciación de 
este genoma se identifica en la base de datos BioProject con el número: PRJEB4505 (A. 
baumannii 107m). La secuencia fue depositada en DDBJ/EMBL/GenBank bajo el 
siguiente número de acceso: A. baumannii 107m (CBSG00000000) 
La identificación bioinformática de los sistemas de eflujo en A. baumannii, se llevó a cabo 
tomando en cuenta la arquitectura genómica para cada de uno de los sistemas de eflujo, 
y el archivo de anotación automática del genoma AB107M proporcionado por el NCBI 
(Figura 6-3). 
A continuación se describe en mayor detalle, cada uno de los pasos necesarios para la 
identificación de los elementos genéticos característicos de los sistemas de eflujo. 
3.2.3.2 Definición de la arquitectura genómica para las cinco familias de 
eflujo presentes en el genoma AB107M de A. baumannii 
La construcción de la arquitectura genómica para cada uno de los sistemas de eflujo de 
A. baumannii, se realizó de la siguiente manera: 
I. Búsqueda en la base de datos NCBI (Herramienta: genes), de cada uno de los 
genes de eflujo consignados en el Anexo A. 
II. Análisis de la organización genética para cada sistema de eflujo en cuanto a  
elementos comunes y variables presentes para cada una de las cinco familias de 
eflujo. 
III. Construcción de un modelo consenso para cada familia de eflujo, de acuerdo a 
los criterios mencionados  
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Figura 6-3. Estrategia empleada para la identificación de elementos genéticos relacionados con los sistemas de 
eflujo en el genoma en la cepa AB107M de A. baumannii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.3.3 Localización y organización de elementos genéticos relacionados 
con sistemas de eflujo, en la anotación del genoma AB107M de A. 
baumannii 
La búsqueda manual de los genes codificantes de sistemas de eflujo en el genoma de 
AB107M, se basó en la arquitectura genómica planteada para los cinco sistemas de 
eflujo en Acinetobacter. La organización de los elementos genéticos de sistemas de 
eflujo, se visualizó en el programa CLC genomics work bench version 6.8.1, con la 
herramienta denominada análisis de nucleótidos. Esta búsqueda se consolidó, con la 
organización de la información de la organización genética de los genes de eflujo, tales 
como nombre del gen, posición en el genoma, número de identificación, y función del 
gen, según la anotación automática (Anexo B, C, D, E). 
  
Pasos
ss 
Herramientas 
PUB MED 
Gen bank 
Uniprot 
NCBI 
Genes 
Descripción de los 
genes y elementos 
genéticos de bombas 
de eflujo 
Representación de la 
arquitectura genómica 
consensuado de las 
cinco familias de 
eflujo   
Illumina 
454 Roche 
  
Novo (velvet) 
Mapping (BWA, 
BOWTIE) 
Gene scan 
Ab initio 
Secuenciación del 
genoma AB107M 
Herramientas Pasos 
Ensamblaje y 
finalización del 
genoma de cepa  
AB107M 
 
Anotación automática 
del genoma de cepa 
AB107M 
 
Localización y 
organización de sistemas 
de eflujo encontrados en 
el genoma de cepa  
AB107M 
 
 
Comparación de sistemas 
de eflujo de AB107M con 
algunas cepas de A. 
baumannii 
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3.2.4 Comparación de elementos genéticos del genoma 
secuenciado de la cepa AB107M de A. baumannii, respecto 
a otros genomas de Acinetobacter  (ACICU, AYE, AB0057, 
ATCC 17978 y AB107M) 
La comparación de los marcos de lectura asociados con sistemas de eflujo de la cepa 
AB107M, se realizó con los siguientes genomas de Acinetobacter baumannii (ATCC 
19606 y ATCC 17978, AYE, AB0057, ACICU), específicamente en las similitudes y 
diferencias observadas para cuarenta y tres genes pertenecientes a las cinco familias de 
eflujo.  Las características de cada una de las cepas seleccionadas se presentan en la 
tabla 2-3. 
 
Tabla 2-3. Cepas de referencia de A. baumannii empleadas para el análisis comparativo de sistemas de eflujo de 
AB107M 
   Cepas Clón 
Número de 
acceso 
Tamaño 
Del 
genoma 
(Mb) 
Contenido 
GC% 
Número de 
plásmidos 
Genes Proteínas 
ACICU II 
RefSeq: 
NC_010611.1      
GenBank:  
CP000863.1 
 
4 
 
38.9 2 
3845 
 
3759 
AYE I 
RefSeq: 
NC_010410.1   
GenBank: 
CU459141.1 
 
4.5 39.3 4 3890 3712 
AB0057 I 
RefSeq: 
NC_011586.1      
GenBank: 
CP001182-2 
 
4.6 39.2 1 3923 3801 
ATCC 
17978 
 
RefSeq: 
NC_009085.1 
GenBank: 
CP000521.1 
 
4 38.9 2 3469 3367 
 
3.2.5 Comparación de elementos genéticos del genoma 
secuenciado de la cepa AB107Mde A. baumannii, respecto a 
otros genomas del complejo Acinetobacter baumannii 
calcoaceticus 
Los sistemas de eflujo también se compararon  con los genomas de las cepas AN42F,  
de Acinetobacter nosocomialis y AP27F Acinetobacter pitti, que hacen parte del trabajo 
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desarrollado por los grupos de Bioinfomática y de Epidemiología Molecular de la 
Infección Hospitalaria, del Instituto de Biotecnología-IBUN, para el estudio del resistoma 
e infectoma de tres especies del complejo de Acinetobacter baumannii calcoaceticus. El 
análisis se centró en la distribución de las cinco familias de eflujo en las tres cepas y el 
tipo de sustrato expulsado por cada una de ellas. 
3.3 Objetivo 2: Inactivación del gen transportador de 
una familia tipo RND en la cepa AB107M de A. 
baumannii 
 
El segundo objetivo de este proyecto se centró en inactivar el gen transportador de la 
familia AdeABC. La estrategia consiste en clonar en el vector pKNOCK un fragmento del 
gen adeB y por homología al gen del cromosoma de la cepa AB107M, transferirlo de E. 
coli a la cepa de A. baumannii, mediante conjugación y de esta forma favorecer la 
recombinación e integración del recombinante al genoma bacteriano (Figura 7-3). 
 
La inactivación de los sistemas de eflujo se realizó usando el plásmido pKNOCK. Este 
vector fue evaluado para dos marcadores de resistencia: kanamicina (pK-Km) y 
cloranfenicol (pK-Cm).  
Sin embargo, el vector con kanamicina no favoreció la recombinación de A. baumannii, 
dado que la MIC de la cepa AB107M para este antibiótico es muy alta (512 µg/mL) y no 
permitió la selección de los mutantes. 
La estrategia de inactivación final para el transportador adeB, empleó como marcador de 
selección el cloranfenicol. Este antibiótico se evaluó en AB107M, mediante evaluación de 
la sensibilidad de antibiograma9 y determinación de la MIC.  
En el antibiograma se observó una sensibilidad de 10 mm, respecto a la cepa control E. 
coli ATCC 25922 (no existen valores de referencia para Acinetobacter) y en la MIC el 
valor fue de 121 µg/mL. Lo anterior indica que el grado de resistencia no es elevado y 
pudo emplearse para evaluar los mutantes. 
 
 
Figura 7-3: Diagrama de flujo para inactivar el sistema AdeABCde la cepa AB107M de A. baumannii 
                                               
 
 
9
Prueba microbiológica que se realiza para determinar la susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de 
una bacteria a un grupo de antibióticos. La técnica consiste en  realizar una suspensión bacteriana y 
sembrarla en medio muller hinton con ayuda de escobillón esteril, en cinco direcciones diferentes. Los 
antibióticos dispuestos en discos de papel, se colocan sobre la superficie del agar. La lectura se realiza a las 
18 horas de incubación a 37°C, por el diámetro del halo producido. 
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La estrategia empleada para lograr la inactivación del gen adeB se describe a 
continuación. 
3.3.1 Obtención del ADN recombinante en la cepa AB107M de A. 
baumannii 
La obtención del ADN recombinante se realizó mediante cinco fases: i) amplificación del 
inserto en la cepa AB107M; ii) extracción del vector pKNOCK; iii) clonación en la cepa de 
E. coli para la obtención de clones pK-adeB (AB107M::PKNOCK-adeB); iv) conjugación 
en A. baumannii AB107M y; v) evaluación de los conjugantes.  
3.3.1.1 Amplificación del inserto en la cepaAB107M de A.baumannii 
Para la amplificación del inserto (797 pb), se usaron los iniciadores adeB-cmF/adeB-
cmR, diseñados para este trabajo. Las condiciones de PCR fueron descritas en el 
capítulo 3.1. La verificación del producto de amplificación (5 µl) del inserto, se llevó a 
cabo en un gel de agarosa al 0.8%. Dicho inserto fue cuantificado usando el kit comercial 
Estrategia de inactivación 
del gen adeB 
  
Vector 
(pKNOCK Cm) 
Inserto 
 (797 pb) 
 
Clonación del inserto para 
generar pKNOCK Cm-adeB 
Conjugación triparental de pKNOCK-
adeB en A. baumannii 
Evaluación de los clones 
pKNOCK-adeB 
 
 
Evaluación microbiológica y 
molecular de conjugantes 
Evaluación de mutantes 
deficientes en el gen adeB 
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de Invitrogen Qubit, cuya concentración fue de 20 ng/µl. El producto de la PCR se 
purificó con el KIT pure link PCR purification (Invitrogen®). 
3.3.1.2 Extracción del vector pKNOCK-Cm 
El segundo paso en la estrategia de inactivación del gen adeB, consistió en extraer el 
vector pKNOCK-Cm10 (Tamaño: 1872 pb), mediante el KIT Quick plasmid miniprep kit 
(Invitrogen). El ADN plasmídico fue valorado por electroforesis, y cuantificado por QUBIT 
(Invitrogen®). La concentración del vector fue de 100 ng/µL. 
3.3.1.3 Clonación del inserto adeB en el vector pKNOCK-Cm para la 
obtención de clones pKCm-adeB (AB107M::PKNOCK-adeB) 
La clonación del inserto en el vector pKNOCK incluyó la digestión de los mismos con 
enzimas de restricción ApaI y KpnI, seguida de una electroforesis en un gel de agarosa al 
0,8%. La ligación se realizó con la enzima T4 DNA ligasa (5 U/µL), a 4°C por 18 h de 
incubación, y la transformación de la ligación, se realizó en 100 µL de células 
competentes de E. coli S1710, según el protocolo descrito por Sambrook et al (1989).  
3.3.1.4 Conjugación del clón pKNOCK-adeB  en la cepa AB107M de A. 
baumannii 
La transferencia de E. coli a la cepa AB107M se realizó por conjugación triparental 
mediante el uso de la cepa ayudante E. coli pRK2013, que contiene un plásmido que 
provee los genes tra y mob necesarios para la transferencia del ADN clonado en 
plásmidos, desde una célula hospedadora carente de esos genes (Figurski y Helinski, 
1979; Simon et al., 1983). 
La selección de los conjugantes se realizó en medio LB con cloranfenicol (300 µg/mL) y 
nitrofurantoína (50 µg/mL), de modo tal que se favorece la recuperación de las colonias 
de Acinetobacter, que adquirieron la resistencia al cloranfenicol por efecto de la 
recombinación. 
3.3.1.5 Evaluación molecular y microbiológica de los conjugantes de la 
cepa AB107M de A. baumannii 
La evaluación de los conjugantes se realizó mediante una aproximación microbiológica y 
una molecular. La evaluación microbiológica se realizó sembrando cada una de las 
colonias en medio de cultivo diferencial Mac Conkey en presencia de cloranfenicol, o en 
medio de cultivo citrato, para evaluar su utilización, al ser una típica reacción en 
Acinetobacter. Además se realizó la identificación de las colonias, por el método 
automatizado Phoenix (Becton Dickinson), como A. baumannii.  
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La evaluación molecular se realizó mediante PCR, utilizando los siguientes iniciadores: 
04 que corresponde a un iniciador del gen adeB, localizado externamente al producto de 
797 pb (Tabla 1-3), y el iniciador pK-Fw, específico para la amplificación del vector 
pKNOCK (Tabla 3-3). Las condiciones del ciclo de PCR fueron las mismas que se 
describieron en el capítulo 3.1, con la variación del tiempo de anillamiento a 2 minutos. 
 
Tabla 3-3. Iniciadores utilizados para la inactivación y verificación de los mutantes de AB107M deficientes en el 
gen adeB. Se subraya los sitios de reconocimiento para las enzimas ApaI (GGGCCC) y KpnI (GGTACC). 
 
Gen Nombre Secuencia Amplímero Tm Referencia 
adeB Cm adBCm Fw 
adBCm Rv 
5´AATGGGCCCATTTATGCCAGAGGAAG3 
5´CCGGTACCCGAAGTTAGGAATACCAG 3´ 
797 pb 55 °C Este estudio 
pKNOCK 
Cm 
PK FW 5´CTTAACGGCTGACATGGA 3´ 
 
150 pb 55°C Alexeyev, 
1997 
pKNOCK 
Cm 
PK RV 5´TTTATTCGGACACGCGTCCT3´ 
 
150 pb 55°C Alexeyev, 
1997 
 
3.4 Objetivo 3: Evaluación del perfil de susceptibilidad 
del mutante respecto a la cepa nativa 
El tercer objetivo de este trabajo, se basó en evaluarlos cambios en el perfil de 
susceptibilidad de los mutantes obtenidos respecto a la cepa nativa. La susceptibilidad a 
los antibióticos se realizó por el método de concentración mínima inhibitoria (MIC). Las 
cepas se clasificaron como sensibles, intermedios o resistentes según los puntos de 
corte utilizados para cada antibiótico, y bajo los criterios establecidos el CLSI, 2013. 
3.5 Evaluación de la participación de los sistemas de 
eflujo en otros mecanismos biológicos 
Además de los objetivos contemplados para este trabajo, y considerando la importancia 
de la evaluación de los sistemas de eflujo en otros procesos biológicos como motilidad, 
producción de homoserín lactonas y expresión de proteínas, esta investigación se 
condujo a estudiar dichos procesos en los mutantes generados. La importancia radica en 
que los sistemas de eflujo no solo se encargan de la expulsión de antibióticos, sino que 
cumplen un rol determinante en la expulsión de factores de patogenicidad, lactonas y 
proteínas. 
Los ensayos de motilidad se realizaron paraevaluar la influencia de los sistemas de eflujo 
en la cepa de A. baumannii, y en los mutantes generados. Las bacterias emplean 
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mecanismos para moverse como: “swarming” (En español bullir), “swiming” (En español 
desplazamiento de bacterias que nadan), y “twitchig” (En español bacterias que 
presentan un movimiento pulsante) (Clemer et al; 2011). El movimiento tipo swarming, se 
define como un rápido movimiento multicelular de bacterias a través de una superficie, 
por la rotación de un flagelo (Kearns, 2010). El movimiento  tipo swiming, se define como 
el movimiento individual en medio líquido, por rotación del flagelo (Kearns, 2010). El 
movimiento por contracción ó twitching  es un tipo de motilidad donde la superficie 
accionado por la extensión y retracción de pili de tipo IV, que confiere el movimiento 
celular lento, espasmódico (Burrows, 2012). 
Fenotípicamente los tipos de motilidad son detectados en medios de cultivo con 
diferentes concentraciones de agar. El movimiento tipo swiming, a un porcentaje bajo de 
agar (0,25-0,3%), mientras que para detectar swarming se requiere de concentraciones 
mayores de agar, cercanas al 0,5% (Burrows 2012). El movimiento tipo twitching, se 
produce sobre superficies húmedas de viscosidad moderada, equivalente a la de 1% de 
agar (Burrows 2012), que es positivo cuando se observa una zona radial de 2 cm 
posterior a 20 horas de incubación (Burrows 2012). 
La metodología que se siguió para este fín fue la propuesta por Clemmer y cols (2011) 
para aislamientos de Acinetobacter, con las siguientes modificaciones: el inóculo de las 
cepa obtenido en medio LB, se diluyó 1:10 en solución salina 0.9% y se sembraron por 
profundidad 3 µl de la dilución en medio LB con concentraciones de agar bacteriológico 
desde 0,2 hasta 0.3%. La incubación se efectuó a temperatura ambiente por 3 días y la 
lectura se efectuó por medición del diámetro producto del movimiento de la cepa. Los 
controles que se tuvieron en cuenta para este ensayo fueron P. aeruginosa PAO1 y E. 
coli ATCC 25922. 
3.5.1 Evaluación de la participación de los sistemas de eflujo en  
la producción de N-acil homoserín lactonas por medio de 
biosensores en la cepa AB107M y en los mutantes 
ΔadeBAB107M-10 y ΔadeBAB107M-12. 
La detección de la presencia de N-acil homoserín lactonas (AHLs) en cultivos de las 
cepas de A. baumannii y de los mutantes, se llevó a cabo usando la metodología descrita 
por Shaw, en la cual se utilizan cepas biosensoras de AHLs (Shaw et al, 1997), 
empleadas para detectar la presencia de alguna de estas moléculas de señalización de 
Gram negativas (Huber et al., 2001). 
En este estudio se evaluó la producción de lactonas en presencia de dos biosensores 
Chromobacterium violaceum C.V.O26, cuyo fenotipo se evalua por la producción de 
pigmento violeta y el sensor Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4), por 
betagalactosidasa. Las lactonas que detecta el sensor C.V026 son C-6-AHL, C6-3-oxo-
AHL, C8-AHL, C8-3-oco-AH y C4-AHL y para el sensor NTL4 C8-3-oxo-AHL, todas las 
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AHL 3-oxo, C6-AHL, C8-AHL, C10-AHL, C12-AHL C14-AHL, C6-3-hidroxi-AHL, C8-3-
hidroxi-AHL y C10-3-hidroxi-AHL (Steindler & Venturi, 2007). 
La extracción de moléculas de señalización tipo AHL se realizó de los sobrenadantes de 
50 mL de medio de cultivo delas cepas AB107M, ΔadeBAB107M-10, ΔadeBAB107M-12, 
crecidas hasta alcanzar una O.D de 1. A este volumen de cultivo se le agregaron 50 µL 
de ácido acético y 50 mL de acetato de etilo. Los medios líquidos fueron centrifugados a 
5000 rpm por 10 minutos. Se recuperó la fase orgánica y se concentró la muestra. Los 
extractos fueron almacenados a -20ºC. 
3.5.2 Evaluación de la participación de los sistemas de eflujo en  
la expresión del perfil de proteínas en la cepa AB107M y en 
los mutantes ΔadeBAB107M-10 y ΔadeBAB107M-12. 
La evaluación de las proteínas totales en A. baumannii AB107M y en los mutantes del 
gen adeB, se realizó con el fín de evaluar la presencia de cambios en la expresiónde las 
proteínas tanto en la cepa tipo AB107M como en los mutantes generados. 
La metodología empleada para la extracción de proteínas se basó en inocular tres fiolas 
de 50 mL con caldo LB, con  la cepa de A. baumannii AB107M y los mutantes 
ΔadeBAB107M-10 y ΔadeBAB107M-12. Los cultivos se incubaron a 37°C en agitación 
continua a 200 rpm por 18 h. Los cultivos de densidad óptica de 1, se centrifugaron a 
8000 g a 4°C.  
En la extracción de las proteínas totales en las cepas evaluadas se utilizó el método de 
lisis por ultrasonido utilizando ciclos de 9 segundos durante 12 minutos a una amplitud de 
30. Los sobrenadantes se filtraron en membranas de 0,45 µm (Millipore), y las proteínas 
se precipitaron a 4°C toda la noche, con ácido tricloroacético. Los precipitados se 
separaron por centrifugación a 15000 g por 20 minutos a 4°C y los pellets se lavaron una 
vez con 1 mL de acetona fría. Se centrifugó nuevamente a 15000 g por 20 minutos y los 
pellets de las proteínas se secaron en cabina de extracción y se resuspendieron en 200 
µl de Tris EDTA pH 6,8. La suspensión de 15 µL de las proteínas y 5 µl de buffer de 
carga se empleó para cargar el gel SDS-PAGE al 12 %  de poliacrilamida.
  45 
 
4. Resultados 
4.1 Características de la cepa AB107Mde A. baumannii 
En este estudio se analizó la cepa de A. baumannii AB107M aislada en el año 2009 
desde hemocultivo de un paciente con infección asociada al cuidado de la salud o 
nosocomial. A esta cepa multirresistente, se le confirmó el perfil de sensibilidad, por 
antibiograma y los genes de resistencia de tipo enzimático por PCR.  
Los resultados del antibiograma demuestran que para los diez antibióticos evaluados la 
cepa es resistente (Tabla 4-4). Esta resistencia es de tipo enzimática para los antibióticos 
carbapenémicos, aminoglicósidos y fluoroquinolonas, mediada por la amplificación de los 
genes Oxa, aacC2 y gyrA, respectivamente (Tabla 5-4). 
Sin embargo no todos los genes analizados explican la resistencia en la cepa AB107M, 
razón por la cual se decidió considerar si otros mecanismos, como las sistemas de eflujo 
regulan este fenotipo (Medina et al., 2011). 
Tabla 4-4. Determinación del perfil de sensibilidad de la cepa AB107M de A. baumannii. Los análisis evidencian que 
cepa es resistente para todos los antibióticos evaluados. 
Antibiótico 
Valor de referencia (Acinetobacter) 
Resultado (mm) Interpretación 
S I R 
B- LACTÁMICOS 
Ampicilina (10 μg) >15 10  Hasta 14 <11 <6 Resistente 
CEFALOSPORINAS 
Cefotaxima (30 μg) >23 15 Hasta 22 <14 10 Resistente 
CARBAPENÉMICOS 
  
Imipenem  (10 μg) >16 14 Hasta 15 <13 10 Resistente 
Meropenem (10 μg) >16 14 Hasta 15 <13 <6 Resistente 
LIPOPÉPTIDOS  
Colistina            -            -            - <6 Resistente 
AMINOGLICÓSIDOS  
Amikacina (30 μg) >17 15 Hasta 16 <14 <6 Resistente 
Gentamicina (10 μg) >15 13 Hasta 14 <12 <6 Resistente 
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Antibiótico 
Valor de referencia (Acinetobacter) 
Resultado (mm) Interpretación 
S I R 
TETRACICLINAS 
Tetraciclina (30 μg) >15 12 Hasta 14 <11 <6 Resistente 
FLUOROQUINOLONAS 
Ciprofloxacina (5 μg) >21 16 Hasta 20 <15 <6 Resistente 
INHIBIDOR DE FOLATOS 
Trimetroprim sulfa >16 11 Hasta 15 <10 <6 Resistente 
 
Tabla 4-5 Evaluación de genes enzimáticos en la cepa AB107M de A. baumannii. En color rojo se resaltan los genes 
enzimáticos  positivos para la cepa AB107M. 
Gen Resultado 
Oxa 23 Positivo 
 
Oxa 24 Negativo 
 
Oxa 51 Positivo 
 
Oxa 58 Negativo 
 
aacC1 Negativo 
 
aacC2 Positivo 
 
aacA4 Negativo 
 
aadA1 Negativo 
 
aadB Negativo 
 
aphA6 Negativo 
 
ADC Positivo 
 
CTX Negativo 
 
TEM Negativo 
 
SHV Negativo 
 
gyrA Positivo 
 
parC Negativo 
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4.2 Objetivo 1: Identificación de sistemas de eflujo en 
la cepa AB107M de A. baumannii 
La identificación de los sistemas de eflujo tuvo en cuenta consideraciones 
microbiológicas, moleculares y bioinformáticas. A nivel microbiológico se llevó a cabo la 
determinación de la MIC en presencia y ausencia del inhibidor CCCP, a nivel molecular 
se amplificó por PCR dos genes codificantes para la familia RND, y a nivel bioinformático 
se realizó la búsqueda de genes de sistemas de eflujo en el genoma de la cepa AB107M. 
4.2.1 Detección microbiológica de sistemas de eflujo en la cepa 
AB107M de A. baumannii 
Los sistemas de eflujo se detectaron en la cepa AB107M mediante la evaluación de la 
MIC con y sin el inhibidor de bombas (CCCP) para cuatro antibióticos de uso clínico: 
gentamicina, tetracicina, ciprofloxacina y colistina. Los resultados para este análisis 
evidencian cambios en la MIC para los  antibióticos ciprofloxacina, colistina y tetraciclina, 
pero ningún efecto para gentamicina (Tabla 6-4). 
Los antibióticos tetraciclina y colistina, presentaron una disminución de cuatro diluciones 
respecto al valor inicial de la MIC. En tetraciclina el valor de la MIC fue de 128 µg/mL sin 
inhibidor y de 8 µg/mL en presencia del CCCP, mientras que en colistina la MIC fue de 
32 µg/mL sin inhibidor y de 2 µg/mL, con el CCCP. 
Por su parte, en ciprofloxacina se observó una disminución de dos diluciones respecto al 
valor  inicial de la MIC, con un valor de 1024 µg/mL sin inhibidor y de 256 µg/mL con el 
CCCP. Sin embargo, en gentamicina no se observó ningún cambio en la MIC, que se 
mantuvo en un valor de 1024 µg/mL con y sin inhibidor. 
Tabla 6-4. Resultados del perfil de sensibilidad de la cepa AB107M de A. baumannii establecido por el método de 
MIC con y sin inhibidor CCCP (CLSI, 2013).En color rojo se resalta las reducciones en la MIC, superiores ó iguales a 2 
diluciones. 
 
Antibióticos Valor de 
referencia 
Resultado MIC sin 
inhibidor 
 μg/ml 
Resultado MIC con 
inhibidor 
 μg/ml 
Número de 
Reducciones 
S I R 
Gentamicina <4 8 >16 1024 1024 0 
 
Tetraciclina <4 8 >16 128 8 4 
 
Ciprofloxacin
a 
<1 2 >4 1024 256 2 
 
Colistina <2          
- 
>4 32 2 4 
 
Capítulo 4. Resultados 45 
 
  
4.2.2 Detección molecular de genes de resistencia no 
enzimáticos (sistemas de eflujo) en la cepa AB107M de A. 
baumannii 
La identificación de sistemas de eflujo por PCR, detectó una región conservada para la 
familia RND (1700 pb)  y un fragmento del gen adeB (979 pb) en la cepa AB107M, 
confirmando el mismo resultado encontrado en la aproximación microbiologíca (Magnet 
et al., 2001). 
 
Figura 8-4. A. Amplificación de los genes de la familia RNDen la cepa AB107M.Carril 1 marcador de peso 250 pb 
ladder (Invitrogen®); carril 2 cepa AB107M  de A. baumannii y carril 3 cepa control ATCC 19606 de A. baumannii. B. 
Amplificación de un fragmento del gen adeB en la cepa AB107M.Carril 1. Marcador de peso MP 250 pb (Invitrogen), 
carril 2.cepa AB107M, carril 3.cepa control: ATCC 19606 de A. baumannii. Se señala flechas de color azul (RND) y flechas 
de color rojo. (adeB). 
A                                           B 
 
 
 
                                   RND                                             adeB 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.3 Evaluación de genes codificantes de sistemas de eflujo en 
la cepa AB107M de A. baumannii, mediante análisis 
bioinformáticos 
La búsqueda manual de genes codificantes para sistemas de eflujo en el genoma de la 
cepa AB107M, se basó en la construcción dela arquitectura genómica de sistemas de 
eflujo. El diseño de la estructura genómicapara cada uno de los sistemas de eflujo en 
Acinetobacter se define en la figura 9-4. 
 
 
 
 
 
3500 pb 
 
 
1000 pb 
 
250 pb 
3500 pb 
 
1500 pb 
 
 
250 pb 
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Figura 9-4.Estructura genómica para las cinco familias de eflujo en Acinetobacter: RND, MFS, SMR, MATE y 
ATPasa. Los sistemas de eflujo pueden ser singulares (una sola proteína), ó tripartitos (tres proteínas), si los genes están  
organizados tanto de forma singular como tripartita, se resalta en un círculo de color blanco.  Si el gen está ausente se 
resalta en color negro. En el sistema tipo RND, el sentido de la transcripción de los genes puede variar. 
 
 
 
4.2.3.1 Localización y organización de elementos genéticos en la anotación 
del genoma AB107M de A. baumannii 
La localización de los genes relacionados con sistemas de eflujo se realizó de forma 
manual, identificando las características propias de cada familia. Los genes identificados 
fueron noventa y seis (96), agrupados en las familias RND (8 genes), MFS (44 genes), 
MATE (2 genes), SMR (2 genes), y ATP (40 genes). Los sustratos de estas familias de 
eflujo se relacionan con la extrusión de antibióticos, metales, azúcares, y aminoácidos, 
principalmente. 
 
A continuación se describe la organización de los genes y la arquitectura genómica para 
cada familia de eflujo, en relación al nodo ó contig definido como un segmento de DNA 
que representan una región concenso. En el genoma de la cepa AB107M se organizó en 
45 nodos. 
 
i) Genes codificantes de sistemas de eflujo tipo MFS (Familia 
facilitadora mayor) presentes en el genoma secuenciado de la 
cepa AB107M de A. baumannii 
Capítulo 4. Resultados 47 
 
  
En el genoma de la cepa AB107M de  A.baumannii, la organización de los genes fue de 
tipo singular, cuando solo se identificó una permeasa, y de forma tripartita, cuando se 
identificaron tres genes estructurales (proteína de membrana externa, interna y 
accesoria).  
En el nodo 9, la familia MFS se representa con una permeasa, mientras que el nodo 4, la 
familia MFS estuvo conformada por una permeasa, una porina, y un regulador 
transcripcional. 
Adicionalmente, en algunos sistemas se encontró un gen implicado en la regulación en la 
expresión de la bomba, denominado como terminador de la transcripción. La figura 10-4, 
observa la organización de los genes, que constituyen el sistema de eflujo MFS, 
localizado en el nodo 19. 
Figura 10-4 Organización genética de uno de los  sistema de eflujo tipo MFS en la cepa AB107M de A. baumannii. 
En la parte superior, se señala las posiciones en el genoma de inicio y final del sistema de eflujo. En color violeta, se ubica 
la permeasa, en color verde la fosfomano mutasa, en color rojo, el regulador transcripcional de este sistema y en color azul 
la deshidrogenasa. 
 
ii) Genes codificantes de sistemas de eflujo tipo RND (Familia 
Resistencia, nodulación, división celular) presentes en el genoma 
secuenciado de la cepa AB107M de A. baumannii 
En el sistema de eflujo tipo RND los genes se encuentran organizados por tres genes 
estructurales (adeA, adeB, adeC), y un sistema de regulación, constituido por tres (3) 
genes (adeR, adeS, adeT). En la figura 11-4 se presenta la organización de los genes 
que constituyen el operón AdeABC, localizados en el nodo 5 (adeB, adeA, adeR, adeS) y 
en el 25 (adeS, adeT). 
 
 
 
 
 
Familia tipo MFS
ABIBUN_00525                     ABIBUN_00530            ABIBUN_00535       ABIBUN_00540
Fosfomano mutasa  Permeasa       Reg. Transcrip.   Dehidrogenasa 
44924                                                                                                       50526
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Figura 11-4. Organización genética de uno de los  sistema de eflujo tipo RND en la cepaAB107M de A. baumannii. 
En la parte superior, se señala las posiciones en el genoma de inicio y final del operón. En color verde, se ubica el gen del 
transportador tipo RND (AdeB); en color violeta la  proteína accesoria (AdeA);  en color rojo la proteína reguladora (AdeR); 
en color azul el sensor (AdeS)  y en color naranja el terminador de la transcripción (AdeT). 
 
iii) Genes codificantes de sistemas de eflujo tipo ATP presentes en el 
genoma secuenciado de la cepa AB107M A. baumannii 
En el genoma de la cepa AB107M, los genes de la familia ATP se encuentran 
organizados por tres genes estructurales y un regulador. En la figura 15-4, se observa la 
organización de los genes, que constituyen la familia ATPasa, y que se encuentran 
localizados en el nodo 19 
 
Figura 12-4. Organización genética de uno de los sistemas de eflujo tipo ATPasa en la cepa AB107M de A. 
baumannii. En la parte superior, se señala las posiciones en el genoma de inicio y final del operón. En color verde el 
regulador transcripcional, en color violeta, una ATPasa, en color rojo una ATPasa, en color azul la permeasa, y en color 
gris una monoxigenasa. 
 
iv) Otros genes codificantes de sistemas de eflujo  presentes en la 
cepa AB107M de A. baumannii 
En el genoma AB107M, se encontraron para los sistemas de eflujo tipo MATE y SMR dos 
genes. Estos genes están organizados de forma singular y expulsan sustratos como 
compuestos tóxicos (Familia MATE) y azúcares (Familia SMR). La organización de los 
ABIBUN_09905                                    ABIBUN_09910    ABIBUN_09915 ABIBUN_09920 ABIBUN_09930
adeB adeA adeR adeS adeT
312050                                                                                       320126
Familia tipo RND
ABIBUN_00295 ABIBUN_00300  ABIBUN_00305           ABIBUN_00310     
TetR ATPasa    ATPasa Permeasa       Monoxigenasa
58                                                                                                3401
Familia tipo ATP
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genes que conforman las familias tipo MATE y SMR se observan en las figuras 13-4 
(nodo 12) y 14-4 (nodo 37 A N 94). 
 
 
Figura 13-4. Organización genética de uno del sistema de eflujo tipo MATE encontrado en la cepa AB107M de A. 
baumannii. En la parte superior, se señala las posiciones en el genoma de inicio y final del operón. En color verde claro, la 
deshidrogenasa, en color violeta la proteína MATE, en color violeta una proteína, en color rojo la oxidasa, y en color azul la 
deshidrogenasas 
 
 
 
Figura 14-4.  Organización genética del sistema de eflujo SMR encontrado en la cepa AB107M de A. baumannii. En 
la parte superior, se señala las posiciones en el genoma de inicio y final del operón. En color verde la ATPasa, en color 
violeta la smr, en color rojo la metil transferasa, en color gris la amino transferasa y en color azul la sintetasa. 
 
4.2.3.2 Comparación de elementos genéticos del genoma 
secuenciado de la cepa AB107M de A. baumannii respecto 
a otros genomas de Acinetobacter  (ACICU, AYE, AB0057, 
ATCC 17978 y AB107M) 
La comparación de los sistemas de eflujo, se basó en la anotación del genoma AB107M 
para 43 genes pertenecientes a las familias MATE, SMR, ATP y RND. El análisis de los 
sistemas de eflujo en los cinco genomas de A. baumannii, tuvo en cuenta las similitudes, 
ABIBUN_02067  ABIBUN_02072    ABIBUN_02077  ABIBUN_02082 ABIBUN_02087
Deshidrogenasa    MATE   Proteína  Oxidasa   Dehidrogenasa 
124165                                                                  129370
Familia tipo MATE
ABIBUN_03464 ABIBUN_03469 ABIBUN_03474       ABIBUN_03479 ABIBUN_03484
ATPasa    SMR   Metil transferasa  Amino transferasa Sintetasa 
14275                                                                                  18800
Familia tipo SMR
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y diferencias en los sustratos expulsados, así como en el número de genes comunes 
para las familias evaluadas. 
Es importante mencionar que esta descripción no refleja la distribución de los genes de 
eflujo en los cinco genomas analizados, y el número de genes analizados fue reducido, 
en comparación al número total de genes encontrados en la cepa AB107M para cada 
familia de eflujo. Los genes analizados para cada uno de los cinco sistemas de eflujo se 
describen en el Anexo F. 
i) Similitudes de los sistemas de eflujo en la cepa AB107M de A. 
baumannii respecto a otros genomas de la misma especie 
En cuanto a las similitudes de los sistemas de eflujo de la cepa AB107M, respecto a otros 
genomas de la misma especie, se evidenció que en la familia RND los genes están en su 
mayoría en cuatro de las cepas analizadas; en la familia MFS los genes se encuentran 
en su mayoría en la cepa 17978; en la familia ATPasa todos los genes se encuentran en 
la cepa AYE; y en las familias MATE- SMR, los dos genes analizadosestán presentes en 
cuatro de las cepas evaluadas (Tabla 7-4). 
Tabla 7-4.  Similitudes de algunos sistemas de eflujo analizados en cinco cepas de A. baumannii (AYE, ACICU, 
ATCC 17978, AB0057, AB107M). Se señala en color rojo los genes comunes para las cepas analizadas 
 
SISTEMAS DE 
EFLUJO 
 
# GENES 
ANALIZADOS DE 
107M 
 
AYE 
(Genes) 
 
AB0057 
(Genes) 
 
ACICU 
(Genes) 
 
17978 
(Genes) 
RND 
 
8 7 6 8 7 
MFS 
 
21 16 16 12 20 
MATE 
 
2 2 2 1 2 
SMR 
 
2 2 2 1 2 
ATP 
 
10 10 2 6 8 
 
ii) Diferencias de los sistemas de eflujo en la cepa AB107M de A. 
baumannii respecto a otros genomas de la misma especie 
Las diferencias encontradas en el contenido de genes de eflujo de la cepa AB107M se 
describen a continuación y en mayor detalle en la tabla 8-4. 
En la familia RND, los genes adeT y RND no se encontraron para la cepa AB0057; 
mientras que los genes adeI y AcR3, no se identificaron para las cepas AYE y ATCC 
17978.  
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Por su parte, en la familia MFS, los genes codificantes para permeasas (cis-muconato, 
transportadores de sulfato, hidrozibenzoato, y treonina), no se identificaron en la cepa 
AB0057, los genes codificantes para permeasas (gamma aminobutirato, transportador de 
metabolitos y glucarato), no se encontraron en la cepa AYE. Los genes codificantes para 
permeasas (cis-muconato, amonio, treonina, metabolitos-drogas, glucarato, e 
hidroxifenilpropiónico), no se identificaron en la cepa ACICU, y los genes codificantes 
para permeasas (metabolitos y drogas), no se encontraron en la cepa ATCC 17978. 
Las familias MATE y SMR se encontraron dos genes. En la familia MATE, los genes 
NorM y MatE, se identificaron en las cepas AB0057, AYE, ATCC 17978. En la familia 
SMR, se encontraron los genes EmrE y QacEdelta1, presentes en la cepa AYE.  
Tabla 8-4. Diferencias de algunos sistemas de eflujo analizados en cinco cepas de A. baumannii (AYE, ACICU, 
ATCC 17978, AB0057, AB107M). Los genes que están presentes se identifican con una X y los genes no están presentes 
se identifican con la letra N. 
SISTEMAS DE 
EFLUJO 
# GENES 
ANALIZADOS 
107M AYE AB0057 ACICU 17978 
 
RND 
AdeI X X X N X 
AdeT X X N X X 
RND X X N X X 
 
MFS 
DMT X N N N X 
Permeasa  N N N N 
Permeasa -butirato X N X X X 
 
MATE 
NorM X X X N X 
MatE X X X N X 
SMR QacEd X X N N N 
 
4.2.3.3 Comparación de sistemas de eflujo de la cepa AB107Mde A. 
baumannii respecto a dos cepas del complejo A. baumannii-
calcoaceticus 
La comparación de los sistemas de eflujo en las cepas de A. nosocomialis (AN42F), y A. 
pitti (AP27F), respecto a A. baumannii (AB107M), se realizó en cuanto a distribución de 
los genes y al tipo de sustrato propio de cada familia de eflujo. 
i) Distribución de los sistemas de eflujo en tres cepas del complejo 
A. baumannii-calcoaceticus 
Los genes de eflujo que se identificaron para los genomas de A. nosocomialis, fueron de 
ciento catorce genes (114), de los cuales cuarenta y ocho genes (48) fueron de la familia 
MFS, cuarenta y cinco genes (45) de la familia ATPasa, tres (3) de la familia MATE y 
dieciocho genes (18) de la familia RND. Por su parte, en el genoma de A. pitti se 
identificaron doscientos treinta y cuatro (234) genes asociados con sistemas de eflujo, 
donde ciento seis (106) genes fueron de la familia MFS, ciento cuatro (104) de  la familia 
ATPasa, veintidós (22) de la familia RND, y  dos (2) de la familia MATE (Figura 15-4). 
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Figura 15-4. Distribución de los sistemas de eflujo en tres cepas del complejo A. baumannii-caloaceticus: AN42F 
AP27F y AB107M.La barra de color azul, corresponde a la cepa AN42 de A. nosocomialis; la barra de color rojo, 
corresponde a la cepa AP27 de A. pittii  y la barra de color verde corresponde a la cepa AB107M de A. baumannii 
 
 
ii) Evaluación del tipo de sustrato expulsado por las familias RND, 
MFS, y ATPasa en tres cepas del complejo A. baumannii-
calcoaceticus 
El análisis en las cepas AP27F, AN42F y AB107M, en cuanto a los sustratos expulsados 
los sistemas de eflujo, se realizó únicamente para las familias de  eflujo RND, MFS y 
ATPasa, debido a que los sistemas MATE y SMR, no se identificaron en los genomas de 
A. pitti y A. nosocomialis. Los resultados se presentan a continuación.  
 Sustratos expulsados por  la familia RND 
Los principales sustratos relacionados con la familia MFS fueron para la cepa de A. 
baumannii  metales (sistema Czc, silver), antibióticos (AdeABC, AdeIJK) y metales 
(Sistema AcR3); en A. nosocomialis, metales (EmrB/QacA, Co/Zn/Cd, Mg/Co, AcR3) y 
cationes, y en A.pitti catiónes (acriflavina), metales (Mg/Co, Co/Zn/Cd, CzC, Fe, K), 
resistencia (RND), glutatión, y aminoácidos. 
 
 Sustratos expulsados familia MFS 
Los principales sustratos relacionados con la familia MFS fueron para la cepa de A. 
baumannii AB107M, cationes (amonio) metales (telurito), azúcares, aminoácidos, y 
metabolitos (aminobutirato); en A. nosocomialis, metabolitos (amino butirato); sales 
48 45 
18 
3 0 
106 104 
22 
2 0 
44 40 
8 
2 2 
Familia MFS Familia  ATP Familia RND Familia MATE Familia SMR 
Distribución de sistemas de eflujo en cepas 
del complejo baumannii- calcoaceticus  
AN42 AP27 AB107M 
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(fosfato/sulfato); aminoácidos (lisina, treonina); azúcares (arabinosa), y cationes 
(amonio); y en A.pitti, aminoácidos (treonina), cationes (amonio), azúcares, aminoácidos 
(gamma amino butirato) y potasio. 
 
 Sustratos expulsados por la familia ATPasa 
Los principales sustratos relacionados con la familia ATPasa fueron para la cepa de A. 
baumannii sales (sulfato, bicarbonato), metales, aminoácidos, potasio, lípidos y hierro; en 
A. pitti, bacteriocianina sales (sulfato, bicarbonato), metales (potasio, Mn, potasio, Zn, Fe) 
y tolueno, en A. nosocomialis, antimicrobianos; sulfato, molibdato, ácidos grasos, 
aminoácidos, multirresistencia, potasio y solventes. 
4.3 Objetivo 2: Inactivación del sistema de eflujo tipo 
RND (AdeABC) en la cepa AB107M de A. 
baumannii 
La estrategia empleada para inactivar el gen adeB se resume en los siguientes cinco 
pasos: selección y amplificación del fragmento del gen adeB, clonación del inserto en el 
vector pKNOCK-Cm, obtención del clón recombinado, conjugación y evaluación de los 
conjugantes a nivel microbiólogico y molecular. La figura 16-4 presenta la inactivación del 
gen adeB, en la cepa AB107M de A. baumannii. 
 
Figura 16-4.Estrategia empleada para inactivar el gen adeB en la cepa AB107M de A. baumannii. Se señala cada 
uno de los pasos en números. 
 
A continuación se explica en mayor detalle cada uno de los puntos mencionados. 
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4.3.1 Selección y amplificación del fragmento del gen adeB 
La inactivación del gen adeB (3111pb), se basó en seleccionar una región interna de 797 
pb que se amplificó con los iniciadores adeB-Fw y adeB-Rv (Figura 17-4). El resultado es 
esperado, y no se observa otro fragmento amplificado. Los iniciadores tampoco 
amplifican la cepa de E. coli y E. coli  con el plásmido pKNOCK, lo que sugiere una 
buena especificidad de los iniciadores diseñados. 
 
Figura 17-4.Evaluación electroforética del fragmento amplificado del gen adeB (797 pb) en la cepa AB107M. El carril 
1 marcador de peso 250 pb ladder (Invitrogen®); los carriles 2 y 3 amplificado de la cepa  AB107M, señalados con flechas 
de color rojo.  
 
 
4.3.2 Clonación del inserto adeB en el vector pKNOCK-Cm 
El amplímero de 797 pb del fragmento interno del gen adeB, se clonó en el vector 
pKNOCK, y como producto de esta clonación se evaluaron diez colonias CmR; de las 
cuales solo dos de ellas contienen el inserto (denominadas colonias dos y cuatro). 
4.3.3 Obtención del clón recombinado 
La evaluación molecular de las colonias que contenían el plásmido pKNOCK  con el 
inserto, se realizó mediante digestión del plásmido recombinado, usando la enzima 
EcoRI, donde la secuencia de reconocimiento se encuentra localizada en el sitio de 
clonación múltiple del plásmido pKNOCK. Por lo anterior, al no alterarse este sitio de 
corte, se produce una linearización del recombinado generando un tamaño de 2669 pb 
(Tamaño del vector pKNOCK—Cm: 1872 pb + tamaño del inserto: 797 pb).  
La digestión con EcoRI se presenta en la figura 18-4 y la secuencia del clón pKNOCK-
adeB-2en el anexo H. 
3500 pb 
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Figura 18-4. Evaluación electroforética de la digestión del clón pKNOCK-adeB con la enzima EcoRI. El 
carril 1 corresponde al marcador de peso de 250 pb ladder (Invitrogen®); el carril 2 al clón pKNOCK-adeB-2 
sin digerir y el carril 3 al clón pKNOCK-adeB-2 digerido con la enzima EcoRI, que genera un amplímero de 
2600 pb y señalados con flechas de color rojo. 
 
 
 
4.3.4 Conjugación del plásmido pKNOCK-adeB en la cepa AB107M de A. 
baumannii 
Posterior a la clonación en el vector pKNOCK, se realizó la conjugación de la cepa de E. 
coli S17 (transformada con el recombinado pKNOCK-adeB) en la cepa AB107M de A. 
baumannii, para mediar la recombinación e integración del constructo en el genoma. 
Despúes de la siembra en medio LB con cloranfenicol (300 µg/mL) y nitrofurantoína (50 
µg/mL), se observaron 22 colonias (pequeñas, de bordes definidos y blancas), las cuales 
se resembraron de forma individual en medio LB con cloranfenicol-nitrofurantoína. Esta 
última verificación, se realizó para confirmar la resistencia de los transconjugantes al 
cloranfenicol y nitrofurantoína para ratificar la ausencia de colonias de E.coli.  
4.3.5 Evaluación microbiológica y molecular de los conjugantes 
Los mutantes seleccionados fueron evaluados microbiológica y molecularmente, para 
verificar que en ellos se presentara la inserción del plásmido pKNOCK mediante la 
recombinación del fragmento (región adeB), clonado en dicho plásmido. Las dos colonias 
seleccionadas para continuar con el estudio fueronΔadeBAB107M-10 y ΔadeBAB107M-
12, identificadas como A. baumannii, mediante la identificación por el sistema Phoenix 
(Anexo K). Adicionalmente, para complementar la identificación como Acinetobacter se 
realizó la evaluación de la utilización de sustratos (lactosa y citrato), tanto en los 
2500 pb 
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mutantes como en la cepa AB107M. Los resultados fueron negativos en las tres cepas 
para la lactosa y positivos para la utlización de citrato. 
El análisis molecular de los mutantes y de la cepa AB107M, se basó en la amplificación 
por PCR utilizando los iniciadores pKNOCK Fw, propio del vector y 04, que corresponde 
a un iniciador externo al fragmento de los 797 pb y descrito en la tabla 1-3. La 
amplificación usando estos iniciadores debe dar un producto de 1761 pb, como se 
muestra en la figura 19-4 para los mutantes ΔadeBAB107M-10 y ΔadeBAB107M-12. Los 
productos de la amplificación de los mutantes evaluados, se enviaron a secuenciar a 
Macrogen. Los resultados se encuentran en los anexos eI para el mutante 
ΔadeBAB107M-10 y J para el mutante ΔadeBAB107M-12. 
 
Figura 19-4. Amplificación por PCR del ADNg de mutantes de A. baumannii deficientes en el gen adeB. Carril 1 
marcador de peso 250 pb ladder (Invitrogen®), carril 2 amplificado del mutante ΔadeBAB107M-10 y  carril 3  amplificado 
del mutante ΔadeBAB107M-12. Se señala con flecha de color rojo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.4 Objetivo 3: Evaluación del perfil de susceptibilidad 
en los mutantesΔadeBAB107M-10 y 
ΔadeBAB107M-12, respecto a la cepa parental 
AB107M 
La verificación del perfil de susceptibilidad de los mutantes y de la cepa AB107M de A. 
baumannii, se realizó mediante la determinación de los valores de la MIC, para cuatro 
antibióticos. Los resultados muestran cambios en la MIC de los mutantes para los 
antibióticos ciprofloxacina, tetraciclina y colistina (Figura 20-4).  En ciprofloxacina, se 
observa una reducción en los valores de la MIC en tres diluciones, para los dos mutantes 
analizados, los cuales presentaron una MIC de 1024 µg/mL respecto al parental de 128 
µg/mL. 
 
En tetraciclina, específicamente en el mutante ΔadeBAB107M-10 la MIC fue de 32 
µg/mL, lo que representa una disminución de dos diluciones respecto a la cepa parental 
     1         2       3       4 
  
  
  
1700 pb 
 
 
1000 pb 
  
 
250 pb 
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que fue de 128 µg/mL. En cambio el mutante ΔadeBAB107M-12, presentó una reducción 
de cuatro diluciones, dado que el valor de la MIC fue de 4 µg/mL. En colistina, se observa 
una reducción de 2 diluciones la MIC para el mutante 10 y el mutante 12 (32 µg/mL a 8 
µg/mL). 
 
Por su parte, en gentamicina no se observa ningún cambio en la MIC, tanto en los 
mutantes ΔadeBAB107M-10 y ΔadeBAB107M-12, como en la cepa parental. 
 
Figura 20-4.  Evaluación de la concentración mínima inhibitoria (MIC) en la cepa AB107M y en los mutantes 
obtenidos. La barra de color azul, corresponde a la cepa AB107M, la barra de color rojo corresponde al mutante 
ΔadeB107M-10 y la barra de color verde al mutante ΔadeB.107M-12. Se observan cambios significativos para los tres 
antibióticos, señalados con flechas de color negro. 
 
 
 
4.4.1 Evaluación de la participación de los sistemas de eflujo en 
otros procesos biológicos 
El rol de los sistemas de eflujo tipo RND se evaluó en otros procesos biológicos como 
motilidad, producción de lactonas y expresión de proteínas totales, tanto en los mutantes 
como en la cepa AB107M.  
 
La motilidad de la cepa parental AB107M, cuando se evaluó en medio LB a una 
concentración de  agar del 0.3% presentó un movimiento tipo swiming. Sin embargo, 
cuando se hizo este ensayo con el inhibidor, no se observó ningún efecto en el fenotipo, 
por lo que se puede afirmar que los sistemas de eflujo que se inhiben con el CCCP, no 
efectan la motilidad de la cepa. De igual manera los mutantes ΔadeB107M-10 y 
128 
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ΔadeB107M-12, no presentan ningún cambio en la motilidad, lo que sugiere que el 
sistema AdeABC no participa en este fenotipo. 
 
Por su parte, con el ánimo de identificar el posible rol del gen adeB en la expulsión de 
lactonas, se evaluó en las cepas AB107M y en los mutantes ΔadeBAB107M-10 y 
ΔadeBAB107M-12, la liberación de las mismas. El resultado evidencia que utilizando los 
sensores Chromobacterium violaceum CV026 y Agrobacterium tumefaciens TNTL4,  no 
se detectan lactonas tanto en cepa AB107M como en los mutantes obtenidos. 
 
Finalmente, con el fin de verificar si en los mutantes ΔadeBAB107M-10 y ΔadeBAB107M-
12, se afecta la expresión de las proteínas totales, se llevó a cabo la extracción y 
electroforesis de los extractos obtenidos. El resultado del perfil de proteínas de los 
mutantes y de la cepa AB107M, no presenta diferencias significativas, lo que evidencia 
que la inactivación del gen adeB no afecta la expresión de las proteínas (Figura 21-4). 
 
Figura 21-4. Electroforesis en condiciones denaturantes (gel de poliacrilamida al 12%), de extractos provenientes 
de la cepa nativa Acinetobacter baumannii AB107M y de los mutantes ΔadeBAB107M-10 y ΔadeBAB107M-12. 
Proteínas (7,5 μL) extraídas con ultrasonido en TE (Tris 10 mM EDTA 10 mM). Tinción con azul de comassie. Carril 
1.AB107M, carril 2. AB107M, carril 3. AB107m CCCP, carril 4. AB107M CCCP, carril 5. MutanteΔadeBAB107M-10,carril 6. 
MutanteΔadeBAB107M-10 adeB,carril 7. Mutante ΔadeBAB107M-12,carril8. Mutante ΔadeBAB107M-12. 
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5. Discusión de resultados 
5.1 Identificación molecular y microbiológica de 
sistemas de eflujo en la cepa AB107M de A. 
baumannii 
 
La identificación de los sistemas de eflujo en la cepa AB107M de A. baumannii se evaluó 
bajo tres perspectivas: microbiológica, molecular y genómica. 
 
El análisis microbiológico, evidenció que existe un mecanismo de eflujo activo en la cepa 
AB107M de A. baumannii que afecta la multirresistencia, explicado por los cambios 
observados en la MIC, respecto a los antibióticos ciprofloxacina, colistina en presencia 
del inhibidor CCCP. Estas observaciones son válidas para Acinetobacter y han sido 
reportados previamente por otros investigadores, donde las bombas del tipo RND juegan 
un rol importante en la extrusión de estos antibióticos (Magnet et al., 2001). 
 
El análisis molecular se realizó mediante la amplificación por PCR, utilizando los 
iniciadores para el gen adeB, reportados previamente en el año 2001 en la cepa de A. 
baumannii BM4454, lo que permitió la identificación molecular de sistemas de eflujo, 
particularmente de  la familia RND, en la cepa A. baumannii AB107M (Magnet et al., 
2001). 
  
Los sistemas de eflujo identificados mediante el análisis de las secuencias genómicas 
fueron cuarenta genes de la familia ATPasa, cuarenta y cuatro genes de la familia MFS, 
ocho genes de la familia RND, y dos genes para las familias MATE y SMR.  Estos 
resultados son similares a los publicados para Acinetobacter por Coyne y cols (2010), 
donde se identificaron siete sistemas de eflujo de la familia RND, más de treinta MFS, 
algunas MATE, SMR, y ATPasas. 
 
En cuanto a los resultados encontrados para el sistema AdeABC (Familia RND) se 
identificó una organización genética similar para los genomas AYE, AB0057 y 17978 de 
A. baumannii. Sin embargo, la porina AdeC; no fue encontrada. Esta misma descripción 
la publicó Coyne colaboradores (2011), donde la porina solo se identificó en un 41% 
(48/116) de los aislamientos clínicosde Acinetobacter; sugiriendo que la proteína AdeB, 
recluta otra porina para formar el  complejo tripartito (Coyne et al., 2010; Piolle, 2008). 
Por su parte, los sistemas tipo RND, relacionados con la expulsión de metales (mercurio, 
cobre, cadmio) como el sistema silver y czcB, se encontraron organizados de forma 
similar a la cepa de Acinetobacter DR1, para el caso del operón silver, y el sistema czcD, 
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Co/Zn/Cd se identificó en ACICU_00235, ACICU_01494 y en A. baumannii ATCC 17978 
(Smith et al., 2007; Adams et al., 2008;  Xian-Zhi et al., 1997; Zgurskaya & Nikaido, 
2000).  
 
En la familia MFS de la cepa AB107M se encontró su relación con la comunicación 
celular entre bacterias, y la secreción de sideróforos. La comunicación celular, está 
asociada con la expulsión de lactonas. Muchas bacterias Gram negativas utilizan N-acil-
homoserin lactonas, como moléculas señal de detección (Anbazhagan et al., 2012). La 
secreción de sideróforos en los microorganismos se relacionó con la bomba NorA de S. 
aureus, que regula la síntesis de sideróforos; en A. baumannii también se conocen cinco 
grupos de genes involucrados en la biosíntesis de sideróforos (Deng et al., 2012; 
Eijkelkamp et al., 2011). 
 
En la familia tipo ATP se identificó un transportador ABC asociado con la expulsión de 
potasio y la organización de los genes fue de tipo tripartito. Este mismo sistema, ha sido 
identificado en otras bacterias como E. coli, Vibrio y Bacillus, a través de los  
transportadores Kdp, Ktr, y Trk (Kraegeloh, Amendt & Kunte, 2005).  
 
En la familia MATE, se identificaron los genes AbeMy NorM. El sistema AbeM presente 
en A. baumannii, está asociado con la expulsión de sustratos como: norfloxacina, 
ofloxacina, ciprofloxacina, gentamicina, 4’-6-diamino-2-fenilindol (DAPI), triclosán y 
bromuro de etidio, entre otros (Opazo et al., 2009). El sistema NorM media la resistencia 
a cationes, aminoglicósidos, y fluroquinolonas (Rouquette-Loughlinet al; 2003). 
  
En la familia SMR, se identificaron dos genes: el gen QacEd que confiere resistencia a 
compuestos de amonio cuaternario y el gen  EmrE que confiere resistencia a estos 
mismos compuestos así como a una gran variedad de compuestos antimicrobianos 
(Coyne et al., 2011). 
5.2 Comparación de sistemas de eflujo en la cepa 
AB107M con otros genomas del género 
Acinetobacter 
 
Al comparar los resultados de la comparación de los sistemas de eflujo con la cepa 
AB107M, se pueden realizar las siguientes inferencias: A. baumannii es un organismo 
genéticamente relacionado con el genoma de la cepa de A. baumannii  ATCC 17978 en 
cuanto al contenido de sistemas de eflujo se refiere, y presenta un alto porcentaje de 
identidad a nivel de aminoácidos (99%) para la familia AdeABC (Anexo G).  
 
Por su parte las similitudes entre los sistemas de eflujo, soportan la definición de las 
bombas de eflujo como elementos constitutivos, que cumplen un rol común en diferentes 
genomas de la misma especie, y las diferencias establecidas para las cinco familias 
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permiten caracterizarlos como elementos involucrados en diferentes procesos biológicos, 
capaces de responder a diferentes condiciones ambientales, como el estrés. De modo 
tal, que a pesar de ser cepas del mismo género el contenido de genes y la expresión de 
los mismos varía, dependiendo del nicho biológico en el que se encuentre. 
 
De igual forma, al evaluar el contenido de genes de eflujo  las tres cepas del complejo de 
A. baumannii-calcoaceticus, se llegó a la conclusión que A. nosocomialis posee el mayor 
contenido de genes asociados con eflujo (234), en comparación con cepas como A. pitti 
(114) y A. baumannii (96) genes. Los principales sustratos expulsados por las tres cepas 
son metales, antibióticos, aunque a cepa de A. nosocomialis, presenta un grupo más 
variado de sustratos (metales, aminoácidos, cationes, glutatión, hierro, sodio). 
 
Sin embargo; es importante mencionar que este trabajo es el primer acercamiento en el 
estudio de sistemas de eflujo en especies del complejo Acinetobacter baumannii 
calcoaceticus, por ende no existe información previa que permita realizar una 
comparación más profunda. 
5.3 Inactivación del sistema de eflujo AdeABC en la 
cepa AB107M de A. baumannii 
 
La inactivación del sistema de eflujo AdeABC, empleó el uso de vectores pKNOCK 
(Alexeyev, 1999). Este sistema es ampliamente utilizado en bacterias como Burkholderia, 
E. coli, y Zymomonas mobilis (Yang et al., 2010). En cepas de Burkholderia 
pseudomallei, se logró la mutación de genes codificantes de la AHL sintasa BpsI 
(homólogo de LuxI) en vectores pKNOCK-Te, obteniendo cepas deficientes en 
homoserín lactonas (HSL) tipo de C8 HSL, C3 Oxo, y C8 HSL (Lumjiaktase et al., 2006). 
En E. coli se demostró la utilidad del pKNOCK-Cm en la inactivación de genes 
cromosomales (Agrón et al., 2002). En Zymomonas mobilis, la inactivación sobre el gen 
hfq, permitió la construcción de los mutantes AcRIM0347 tolerantes al acetato (Yang et 
al., 2010) 
 
En Acinetobacter, el rol funcional del transportador AdeB fue evaluado en la cepa clínica 
de A. baumannii, BM4454. El análisis de la MIC indicó que los antibióticos del grupo de 
aminoglicosidos, fluoroquinolonas, tetraciclina, y trimetroprim son sustratos de esta 
bomba (Magnet et al., 2001). Estos resultados coinciden  con  lo observado en los 
mutantes derivados de la cepa AB107M, que afectó a tres de los cuatro antibióticos 
mencionados (aminoglicósidos, tetraciclina y fluoroquinolonas). 
En cuanto a los antibióticos que no son sustratos de la bomba AdeABC, se encontró que 
los dos mutantes ΔadeBAB107M-10 y ΔadeBAB107M-12, no presentaron cambios 
significativos para gentamicina, siendo este resultado opuesto a lo encontrado en el 
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estudio de Magnet y colaboradores, en donde sí se observó disminución en la MIC 
(Magnet et al., 2001).  
La explicación puede estar sujeta a las características propias de cada aislamiento. La 
cepa Europea (BM4454) presenta una MIC de 8 µg/mL para gentamicina, mientras que 
en el aislamiento colombiano (AB107M), presentó una MIC de 1024 µg/mL para este 
mismo antibiótico. Lo que sugiere que otros mecanismos son los que participan en la 
explicación de la resistencia. 
Los estudios de mutagénesis, también se han realizado en otras especies de 
Acinetobacter  como nosocomialis y pittii sin embargo; se conoce muy poco sobre otros 
tipos de sistemas de eflujo en estas especies. En la genomoespecie 13TU (158029), los 
investigadores Roca y cols (2011) estudiaron la inactivación de la bomba AdeABC, y el 
mutante JVAB02 fue más sensible a un amplio grupo de antibióticos, incluyendo beta 
lactámicos, tetraciclinas, quinolonas, trimetroprim, aminoglicósidos, glicilciclina y 
tigeciclina. 
5.4 Evaluación de la inactivación del sistema de eflujo 
AdeABC en la cepa AB107M de A. baumannii en 
otros procesos biológicos: motilidad y 
comunicación celular 
Los sistemas de eflujo se relacionan con la expulsión de moléculas como proteínas, y 
lactonas, liberadas en procesos biológicos  de motilidad y comunicación celular. En este 
trabajo, estos mecanismos fueron evaluados tanto en la cepa nativa de A. baumannii 
AB107M como en los mutantes deficientes en el gen adeB. 
 
La motilidad en Acinetobacter baumannii ha sido ampliamente estudiada. En la 
actualidad A. baumannii  ya no se describe como un organismo no motil, sino que se ha 
demostrado que es un organismo motil, que presenta distintos tipos de movimiento 
dependiendo de la cepa. Los tipos de movimiento en esta especie son swarming, 
twitching y swimimg, mediados por la presencia de fimbrias, pilis, y sistemas de secreción 
tipo IV (Eijkelkamp et al., 2011). En la cepa AB107M la motilidad presentó un 
comportamiento tipo swiming, ha sido descrito en otras cepas de Acinetobacter como el 
aislamiento M2 y está involucrado en la capacidad de adherirse a superficies (Clemmer, 
Bonomo, Rather; 2011). 
 
El ensayo de motilidad también se evaluó en presencia del inhibidor de sistemas de eflujo 
(CCCP); sin embargo, al comparar los resultados del efecto de la cepa AB107M y de los 
dos mutantes deficientes en el gen adeB, en presencia del inhibidor no se observó 
ningún cambio. Por tanto, se sugiere que en esta cepa los sistemas de eflujo RND no 
cumplen un rol claro en el mecanismo de motilidad. 
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Por otra parte, las bacterias sintetizan, liberan, y detectan  pequeñas moléculas de 
señalización específicas, denominadas autoinductores (AI), que se acumulan en el medio 
ambiente, cuando existe un aumento en la población bacteriana (Balestrino et al., 2005). 
 
En bacterias Gram-negativas, un tipo de molécula señal son las N-acil homoserin 
lactonas (AHL) que difieren en la estructura de cadenas laterales de N-acilo (McClean et 
al., 1997). Las homoserin lactonas, son pequeñas moléculas señalizadoras difusibles 
sintetizadas por AHL sintasas. Todas las lactonas comparten la misma estructura básica 
común, compuesta por un anillo de lactona homoserina esterificado con una cadena 
lateral de ácido graso, aunque se conocen muchas variantes, que difieren en la 
naturaleza de la cadena de acilo (Houdt et al, 2005).  
 
En el genoma de A. baumannii AB107M, se identificaron los siguientes genes 
relacionados con la comunicación celular: posible regulador de swarming, y  
comunicación celular (ABIBUN_06381), sintetasa de homoserin lactona 
(ABIBUN_00770), y un gen que codifica para una hidrolasa dienilactona 
(ABIBUN_18377). Sin embargo, los análisis de lactonas analizados para los sensores 
Cromobacterium violaceum CV026 y Agrobaterium tumefaciens TNTL-4, fueron 
negativos en presencia y ausencia del inhibidor CCCP. Probablemente debido a fallas en 
el proceso de extracción como falta de sensibilidad en el método de extracción 
empleado, volúmenes de inóculo muy pequeños ó por la presencia de un inhibidor en la 
cepa, que no permitió la visualización de la producción de lactonas. 
5.5 Evaluación de la inactivación del sistema de eflujo 
AdeABC en la cepa AB107M de A. baumannii en el 
perfil de proteínas totales 
 
En este trabajo también se realizó una aproximación de tipo diferencial basada en la 
comparación de patrones de proteínas de la cepa AB107M evaluada bajo condiciones 
normales y en presencia del inhibidor de sistemas de eflujo CCCP, y bajo la inactivación 
del gen adeB, con el fin de identificar aquellas proteínas diferencialmente expresadas en 
ambos tratamientos. Sin embargo, luego de realizar la electroforesis de las proteínas 
extraídas, no se observaron diferencias evidentes para las muestras analizadas.  
 
Lo anterior puede explicarse por varios factores, uno de ellos es que al existir más de un 
sistema de eflujo de tipo RND en la cepa AB107M, la inactivación de una sola bomba de 
eflujo, no afecta el perfil de expresión de proteínas, dado que existen más sistemas que 
cumplen el mismo rol en la resistencia. Otra razón puede deberse a la baja sensibilidad 
de la técnica empleada, lo que ocasiona que en una misma banda puedan encontrarse 
varias proteínas con tamaños similares, por tal motivo, resulta necesario realizar una 
electroforesis en segunda dimensión que permita mejorar el proceso de separación y 
visualización de las proteínas (Cho, 2007).  
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Estudios de este tipo han permitido establecer que el proteoma de A. baumannii  revela 
un metabolismo robusto y versátil, capaz de utilizar una amplio rango de nutrientes, y que 
puede dividirse en varios grupos funcionales involucrados en el transporte de 
aminoácidos, carbohidratos, metabolismo, división celular, envoltura celular, partición del 
cromosoma, biogénesis de membrana, defensa, producción y conversión de energía, 
modificación postraduccional, chaperonas, reacciones de reducción, síntesis de RNA, 
proteínas, señalización y transcripción, entre otros (Soares et al., 2009). 
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6. Conclusiones y recomendaciones 
 
6.1 Conclusiones 
 En la cepa AB107M de Acinetobacter baumannii, aislada de un hospital colombiano, 
se evaluó la participación de los sistemas de eflujo en la multirresistencia. El análisis 
microbiológico, con el uso de inhibidor de bombas CCCP, evidenció que  la cepa 
estudiada presenta un mecanismo de  eflujo activo para los antibióticos 
ciprofloxacina, tetraciclina y colistina.  
 
 La busqueda de los genes codificantes de sistemas de eflujo en el genoma 
secuenciado de Acinetobacter baumannii AB107M evidenció la presencia de 
noventa y seis genes, pertenecientes a las familias SMR, MATE, RND, ATP y MFS 
que pueden estar involucrados en procesos metabólicos y de resistencia a 
antimicrobianos, que le confieren una ventaja adaptativa. 
 
 La comparación de los genes codificantes de sistemas de eflujo localizados en la 
cepa AB107M, respecto a otros genomas de A. baumannii, evidencio que existen 
características comunes que los definen como elementos constitutivos de esta 
especie. Sin embargo, el contenido de genes de eflujo varía en cada cepa, 
dependiendo del nicho biológico en que se encuentre. 
 
 La inactivación química y genética del gen adeB de la cepa AB107M de  
Acinetobacter baumannii  provocó una disminución significativa de la concentración 
mínima inhibitoria (MIC)frente a los antibióticos tetraciclina, colistina y ciprofloxacina, 
sugiriendo la participación de la bomba AdeABC en la multirresistencia de esta cepa. 
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 Los métodos empleados en este trabajo son seguros, reproducibles y sensibles a 
nivel de laboratorio, evidenciaron que el sistema de eflujo AdeABC no participa en 
otros procesos biológicos tales como motilidad y producción de lactonas; sin 
embargo se requieren estudios más sensibles que demuestren el papel de esta 
bomba en diferentes procesos biológicos. 
 
6.2 Recomendaciones 
 
 Evaluar el papel de otras familias de eflujo tales como, MATE, SMR, ATP y MFS, 
en la multirresistencia de A. baumannii AB107M, mediante la estrategia de 
inactivación de genes empleada en este estudio. 
 
 Estudiar la participación de la bomba AdeABC en otros procesos biológicos tales 
como la formación de biopelículas, liberación de enzimas extracelulares y la 
síntesis de sideróforos. 
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ANEXOS 
A. Anexo: Principales sistemas de eflujo tipo RND reportadas para 
Acinetobacter, según consulta en base de datos 
CEPA PROT
EINA 
FAMILIA PROCESO 
BIOLOGICO 
ID GEN GI PROTEINA Tamaño 
AB0057 adeB AdeABC Expulsión 
sustratos 
7046390 ACJ41454.1 1035 aa 
AYE adeB adeABC Multirresistencia 6002903 CAM86706.1 1036 aa 
BM4454 adeB adeABC Multirresistencia AF370885.1 AAL14440.1 1035 aa 
ATCC 
17978 
adeB adeABC Expulsión 
sustratos 
4919117 ABO12177.2 1036 aa 
AYE adeB 
Putativ
o 
adeABC Expulsión 
sustratos 
(Multirresistencia) 
6000770 CAM85707.1 1058 aa 
SDF adeB adeABC (Multirresistencia) 5984385 CAP00110.1 1058 aa 
AB0057 adeA adeABC (Multirresistencia) 7046391 ACJ41455.1 396 aa 
AYE adeA adeABC Prot. Fusión 
membrana 
6002906 CAJ77845.1 399 aa 
AYE adeA adeABC Prot. Fusión 
membrana 
6000771 CAM85708.1 416 aa 
BM4454 adeA adeABC Prot. Fusión 
membrana 
AF370885.1 AAL14439.1 396 aa 
SDF adeA 
like 
adeABC Prot. Fusión 
membrana 
5984386 CAP00111.1 415 aa 
AB307-
0294 
adeA  Prot. Fusión 
membrana 
CP001172.1 ACJ58839.1, 
ACJ57275.1, 
ACJ56471.1 
406 aa 
17978 adeA adeABC Prot. Fusión 
membrana 
4919119 4919118 167 aa 
AB0057 adeC adeABC Prot. Membrana 
externa 
7046389 ACJ41453.1 465 aa 
AYE adeC adeABC Prot. Membrana 
externa 
6002904 CAM86707.1 469 aa 
BM4454 adeC adeABC Prot. Membrana 
externa 
AF370885.1 AAL14441.1 465 aa 
AYE adeC adeABC Prot. Membrana 
externa 
6000769 CAM85706.1 485 aa 
SDF adeC 
like 
adeABC protein 5984384 CAP00109.1 484 aa 
SDF adeC adeABC Prot. Membrana 
externa 
5984384 CAP00109.1 485 aa 
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CEPA PROT
EINA 
FAMILIA PROCESO 
BIOLOGICO 
ID GEN GI PROTEINA Tamaño 
DR1 adeC adeABC Prot. Membrana 
externa 
9381123 ADI89604.1 484 aa 
AB0057 adeI adeIJK Prot. Membrana 
externa 
7045443 ACJ41739.1 416 aa 
AYE adeI adeIJK Prot. Fusión 
membrana 
CT025787.2 CAJ77872.1 416 aa 
17978 adeI adeIJK Prot. Fusión 
membrana 
4918693 ABO13148.2 415 aa 
AYE adeJ adeIJK Prot. Fusión 
membrana 
CT025788.2 CAJ77871.1 1058 aa 
AB0057 adeJ adeIJK proteína de 
multirresistencia 
AdeJ 
7045444 ACJ41740.1 1058 aa 
AYE adeJ adeIJK proteína de 
multirresistencia 
AdeJ 
CT025790.2 CAJ77869.1 485 aa 
17978 adeK adeIJK proteína de 
multirresistencia 
Adek 
4918695 ABO13150.2 484 aa 
AB0057 adeK adeIJK proteína de 
multirresistencia 
Adek 
7045445 ACJ41741.1 484 aa 
AB0057 adeR adeRS Reg. Respuesta 
dos componentes 
7046392 ACJ41456.1 247 aa 
AYE adeR adeRS Reg. Respuesta 
dos componentes 
6002907 CAJ77842.1 247 aa 
17978 adeR adeRS Reg. Respuesta 
dos componentes 
4919120 ABO12180.2 247 aa 
DR1 adeR adeRS Reg. Respuesta 
dos componentes 
9382312 ADI90779.1 247 aa 
17978 adeR adeRS Reg. Respuesta 
dos componentes 
4919120 ABO12180.2 247 aa 
BM4454 adeR adeRS Reg. Respuesta 
dos componentes 
AF370885.1 AAL14442.1 228 aa 
DR1 adeR adeRS Reg. Respuesta 
dos componentes 
9382312 ADI90779.1 247 aa 
AB0057 adeS adeRS Sensor de 
respuesta 
7046393 ACJ41457.1 361 aa 
AYE adeS adeRS Sensor de 
respuesta 
6001474 CAM86703.1 361 aa 
AB307-
0294 
adeS adeRS Sensor de 
respuesta 
7060199 ACJ57418.1 361 aa 
17978 adeS adeRS Sensor de 
respuesta 
4919121 ABO12181.2 361 aa 
13 TU adeS adeRS Sensor de 
respuesta 
GU319112.1 ADB77765.1 360 aa 
DR1 adeS adeRS Sensor de 
respuesta 
9382311 ADI90778.1 356 aa 
BM4454 adeS adeRS Sensor de 
respuesta 
AF370885.1 AAL14443.1 357 aa 
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B. Anexo: Identificación de los genes pertenecientes a la familia de eflujo 
tipo ABC presentes en A. baumannii AB107M 
Nodo Familia a la que pertenece  Características  Localización 
1 Bomba tipo ABC  ATPasa 115660..11724
6  
Bomba tipo ABC  Bacteriocina /antibióticos  159873..16200
2  
19 Transportador tipo ABC 
componentes periplásmicos 
nitrato/sulfonato/bicarbonato  (4483..5451) 
ABC-type nitrate/sulfonato 
/bicarbonate 
ATPasa  (618..1418) 
Transportador tipo ABC  nitrato/sulfonato/bicarbonato  (3428..4411)  
27 Transportador tipo ABC  ATPasa  7981..9912  
13 Transportador tipo ABC  Sistema de transporte ion 
de metal  
27877..28743  
  Transportador tipo ABC  ATPasa  18871..19680  
Transportador tipo ABC 
(Periplásmico, componente 
adhesina) 
Zn2 38446..39285 
Transportador tipo ABC  Mn2+/Zn2+   36247..37056  
Transportador tipo ATP  ATP sintasa tipo FoF1 39455..39853 
  ATPasa componentes of ABC 
transportador 
ABC transportador ATP-
unión a proteína 
171388..17329
8 
  Transportador tipo ABC, 
componente permeasa 
  27427..28086 
Transportador tipo ABC Transportador ABC D-y L-
metionina  
28067..29137 
Transportador tipo ABC-metal, 
componente periplásmico 
Lipoproteína D-methionine-
binding precursor  metQ 
29149..29982 
Transportador tipo ABC- metal 
ion  
  29996..30826 
Transportador tipo ABC- 
aminoacidos  
Transportador tipo ABC-
periplásmico de 
aminoácidos 
36370..37263 
Transportador tipo ABC-
permeasa 
 37358..38200 
ABC transportador permeasa Transportador tipo ABC 38203..38880 
ABC- transporte de aminoácidos 
polares 
 38900..39637 
37 A ATPasa/transporte de cationes Proteína  hipotética 14275..15270 
Transporte de molibdato  67203..67997 
ABC transporte Proteína hipotética 141658..14246
7 
  ATPasa   115660..11724
6 
  Atpasa  ATPasas con actividad de 90056..92635 
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chaperonas 
2    ATPasa, cadena c, 
transporte de K+ 
(33532..34137
) 
2   ATPasa, cadena c, 
transporte de K+ 
36199..37908 
6 ABC Lpt ABC transportador de LPS 55162..55710 
6 ABC Transporte de LPS protein B 55710..56456 
6   ABC- 
bacteriocianina/lantibióticos 
 58194..60335 
6 ABC- transporte de Fe-S 
 
  33149..34927 
6 ATPasa transporte de cationes ATPasa transporte de Mg 
MgtA 
(110053..1128
09) 
6 ABC  ATPasa  115660..11724
6 
6 Regulador transcripcional  Familia TetR  129272..12982
6 
18 ABC transportador Proteína de fusión de 
membrana 
158683..15987
3 
18 ABC- bacteriocina antibiótico  159873..16200
2 
18 ATPase/permeasa  27631..29478 
18 Transporte de lipidos  
                    ( MsbA) 
 48638..50365 
18  ATPasa ATPasa 69174..70316 
18 Transportador ABC  ABC 79563..81353 
18 ABC  81372..83192 
18 ABC Transportador ABC 
permeasa proteína y4tP 
85239..86177 
18 ABC tipo dipeptido/oligopéptido 
permeasa 
 86185..87327 
18  (ABC)  87340..89070 
18 ABC   152398..15415
5 
18 ABC-componente de permeasa  154166..15529
0 
18 ABC-componente de permeasa  155295..15641
3 
18 ABC 
nitrato/sulfonato/bicarbonato. 
Componente de permeasa 
 205557..20641
1 
18 ABC 
nitrato/sulfonato/bicarbonato. 
Componente de permeasa 
 206413..20725
2 
18 ABC transporte de molibdato   
242607..24339
2 
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18 ABC-transporte component 
periplásmico 
 275598..27717
2 
18 ABC-transporte de 
dipeptido/oligopeptido/  
 277178..27832
9 
18 ABC 
nitrato/sulfonato/bicarbonato. 
Componente de permeasa 
 278326..27917
4 
18 ABC 
nitrato/sulfonato/bicarbonato. 
Componente de permeasa 
 279177..28099
4 
18 ABC 
nitrato/sulfonato/bicarbonato. 
Enzima B dibenzotiofen 
 
 282627..28367
9 
18  ATPasa ABC proteína de union a 
ATP 
283963..28577
4 
18 ABC-type 
nitrato/sulfonato/bicarbonato 
 
 295652..29640
7 
18 ABC-
tnitrato/sulfonato/bicarbonato 
permeasa 
ABC permeasa 296441..29722
9 
18 ABC-
nitrato/sulfonato/bicarbonato 
ABC permeasa 297233..29807
2 
  ABC-
tnitrato/sulfonato/bicarbonato 
 298076..29914
9 
  ABC-transporte de dipéptidos   302841..30442
4 
18 ABC transporte de peptidos 
antimicrobianos  
 33389..35383 
128 ATPasa (AAA+ superfamily)   1250..2152 
120 ABC-permeasa   27427..28086 
 ABC-iones   29996..30826 
37 A Cation transport ATPasa Proteína 14275..15270 
 ABC Proteína 141658..14246
7 
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C.Anexo: Anotación de los genes de eflujo pertenecientes a la 
familia tipo RND presentes en la cepa de A. baumanniiAB107M 
Nodo Gen  Familia a la que 
pertenece  
Características  Localización 
27 AdeT  Bomba tipo RND  Resistencia a 
aminoglicósidos  
5461..6468  
215   Bomba tipo RND  Permeasa Gamma amino 
butírato 
17086..18516 
90 TetR Multirresistencia   (8141..8500) 
6   RND proteina Proteina de resistencia metil 
violágeno SmvA 
96363..97841 
18   AdeA proteína de 
fusion de membrana 
sulfonato/nitrato/taurino  298076..29914
9 
6   Proteína de fusión 
de membrana 
 60332..61522 
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D.Anexo: Anotación de los genes de eflujo pertenecientes a la familia tipo MFS presentes en la cepa AB107M 
 
Nodo 
 
Familia a la que pertenece 
 
Características 
 
Localización 
4 
Bomba tipo MFS  Permeasas (M. interna)  12215..13606  
  Resistencia al telurio 14765..16357 
Familia MFS permeasa Amonio 33810..35207 
   Bomba tipo MFS  Permeasa para eflujo arabinosa  17669..18988  
215 
Familia transportadora tipo MFS    26863..28215 
Bomba de eflujo tipo MFS  permeasas  (3428..4411)  
52 
Familia MFS Permeasa 58548..58754 
Tipo MFS 
Permeasas , y permeasas de 
drogas/metabolitos(DMT)  
58548..58754  
24 Familia MFS permeasa Proteína de m. interna YieO (12215..13606) 
137 Proteína putativa de treonina Salida putativa de amino-acidos  97992..98603) 
125 
Gamma-aminobutirato permeasa  
 
18679..20085 
Permeasas de drogas/metabolitos DMT Prot. hipotética 22842..23738) 
Permeasas Glucarato permeasa 25482..26840 
Permeasa 3-hidroxifenilpropionico MhpT 42068..43300 
Permeasa 4-hidroxibenzoato 
 
 51177..52523 
120 Proteína para eflujo de Treonina  
 
16218..16850 
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Nodo 
 
Familia a la que pertenece 
 
Características 
 
Localización 
123 Permeasa 
 
34148..35335 
  
Permeasa Azúcar, fosfato permeasa  60801..62123 
Permeasa citrato-proton simporter 68090..69400) 
Bomba de eflujo  Treonina 76103..76711 
Permeasa MFS 121328..122971 
Proteína para eflujo de Treonina 
 
123716..124339 
Proteína para eflujo de Treonina LysE Proteína translocadora  131013..131606 
Permeasa Proteína y4wD  154991..156184 
24 o 27 Permeasa C-type transporte de Fe-S 33149..34927 
  Permeasa SmvA 96363..97841 
  Proteína para eflujo de Treonina Leucina. proteina LeuE 106725..107375 
125 Permeasa de drogas/metabolitos                     (DMT)  22842..23738 
2  Permeasa  (D-glucarato permeasa) 25482..26840 
2 Permeasa 3-hidroxifenilpropiónico MhpT 42068..43300 
2  Permeasa Arabinosa 11925..13013 
6  Permeasa 
 
3536..4750 
6  Permeasa 
 
19177..19305 
6  Permeasa DMT 
 
70368..71225 
6 Permeasa 4-hidroxibenzoato 77145..78449 
6 Permeasa SmvA 96363..97841 
6 Proteína para eflujo de Treonina Proteína de leucina LeuE 106725..107375 
6 Permeasa   136487..137677 
6 Permeasa   137853..139058 
6 Permeasa   153024..154439 
18 Permeasa medicamentos:H+ antiporter- 122711..124150 
18 Permeasa droga/metabolitos (DMT)  DMT  196587..197504 
18 Permeasa 
 
208552..209838 
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Nodo 
 
Familia a la que pertenece 
 
Características 
 
Localización 
18 Permeasa  4-hidroxibenzoato transportador 230767..232110 
128 Proteína para eflujo de Treonina     5995..6600 
125 Permeasas droga/metabolitos Proteína hipotética 22842..23738) 
12 DMT permeasa Permeasa droga/metabolito 49324..50238 
125 Transportador de aminoácidos aromáticos Gamma-aminobutirato  6744..8039) 
   Amino acid transporters 9712..11043 
27 Permeasa Sistema de transporte C- del Fe-S 33149..34927 
    Regulador transcripcional TetR    
125 Permeasa metabolitos/drogas                    Transportador (DMT)  22842..23738 
6  Permeasa, superfamilia DMT  70368..71225 
6 Permeasa Transportador 4-hydroxybenzoato 77145..78449 
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E. Anexo: Anotación de los genes de eflujo pertenecientes a otras familias de eflujo presentes en la cepa 
AB107M 
 
Nodo 
 
Familia a la que pertenece 
 
Características 
 
Localización 
4   Resistencia al telurio 14765..16357 
 Proteína conservada en bacterias SEC-C  16429..16896 
19 TetR/AcrR   Regulador transcripcional (58..357) 
27 Bomba de eflujo  Ac p-hidroxibenzoico  40425..42524  
52 Bomba de eflujo putativa  treonina 20327..20917 
90 AcrR Regulador transcripcional   (8141..8500) 
12 Ac. p-hidroxibenzoico bomba 
subunidad aaeB 
Proteína de membrana 40425..42524 
Bomba de multirresistencia Pro. Fusión de membrana FusE-MFP/HlyD 42763..43764 
Sistema adaptation, pH, potasio  Multisubunidad Na+/H+ subunidad MnhF 62360..62635 
  Multisubunidad Na+/H+ antiporter, MnhE 62632..63159) 
Sistema de eflujo de 
potasio.Glutatión- K(+)/H(+) 
antiporte 
Sistema de transporte de potasio. Componentes de 
membrana 
(99783..101624) 
Proteína de eflujo MATE  Na+ 125450..126745 
123 Regulador transcripcional, TetR  Regulador transcripcional 71..619 
Regulador transcripcional TetR  Regulador transcripcional  2291..2860 
37A Transportador de membrane de 
compuestos catiónicos  
SMR  15420..15740 
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F. Anexo: Análisis comparativo de los genes codificantes de sistemas de eflujo presentes en la cepa AB107M 
respecto a otras especies de Acinetobacter baumannii 
 
Gen AB0057 AYE ACICU ATCC 
17978 
107m 
FAMILIA RND 
AdeB (AdeABC) AB57_2081 ABAYE1822   A1S_1750 ABIBUN_0
9905 
AdeI (AdeIJK) AB57_3156 No se encontró No se encontró A1S_2735   
AdeT No se encontró ABAYE0010 No se encontró A1S_3092 ABIBUN_0
0030 
AdeT AB57_0013 ABAYE0008 No se encontró A1S_1755 ABIBUN_0
0035 
CzcD (Familia co/zn/cd) AB57_1125/AB5
7_0758 
ABAYE0272 ACICU_00654/ACIC
U_03411 
A1S_2977 ABIBUN_0
0105 
CusA (CzcA silver) AB57_3666 ABAYE0271 ACICU_03412 A1S_2932 ABIBUN_0
2974 
AcR3 AB57_0252 ABAYE3659/ABA
YE2198 
ACICU_01494 No se 
encontró 
ABIBUN_0
2999 
RND No se encontró ABAYE3753 ACICU_00143 A1S_0116 ABIBUN_0
0805 
 FAMILIA MFS 
Permeasa AB57_2362 ABAYE1535 No se encontró A1S_1316 ABIBUN_0
7323 
Cianato permeasa AB57_1499 ABAYE2395 ACICU_01316 A1S_1316 ABIBUN_0
7243 
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Gen AB0057 AYE ACICU ATCC 
17978 
107m 
cis,cis-muconato permeasa No se encontró YP_001714154.1 No se encontró AIS_0722 ABIBUN_0
7588 
Permeasa antibioticos AB57_1871 ABAYE2006 ACICU_01674  A1S_1649 ABIBUN_0
9010 
EmrB Mg AB57_2391 ABAYE1797 ACICU_01848 A1S_1772 ABIBUN_1
0010 
Transportador de sulfato No se encontró ABAYE1603 ACICU_02072 A1S_1953 ABIBUN_1
1000 
Metabolitos AB57_2362 ABAYE1535 ACICU_02139  A1S_2013 ABIBUN_1
1325 
Permeasa No se encontró ABAYE1557 ACICU_02118 A1S_1992 ABIBUN_1
1220 
Permeasa Yieo AB57_0226 ABAYE3685 ACICU_00208 A1S_0188 ABIBUN_0
1147 
Resistencia al telurio Terc AB57_0228 ABAYE3683 No se encontró A1S_0190 ABIBUN_0
1157 
Amonio permeasa AB57_0310 ABAYE3548 No se encontró A1S_0219 ABIBUN_0
1242 
Bomba MFS  AB57_0150 ABAYE3762 ACICU_00135 A1S_0108 ABIBUN_0
0765 
Permeasa AB57_0207 No se encontró ACICU_00193 A1S_0171 ABIBUN_0
1060 
DMT permeasa AB57_0200 ABAYE3709 ACICU_00186 No se 
encontró 
ABIBUN_0
1025 
Proteína de expulsión a treonina AB57_0443 ABAYE3410 No se encontró A1S_0365 ABIBUN_0
1932 
Gamma amonobiturato permeasa  AB57_1165 No se encontró ACICU_01127 A1S_1083 ABIBUN_0
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Gen AB0057 AYE ACICU ATCC 
17978 
107m 
6091 
Permeasa ransportador de 
drogas/metabolitos   (DMT) 
 
AB57_1180 No se encontró No se encontró AIS_1097 ABIBUN_0
6156 
Transportador  de glucarato AB57_1182 No se encontró No se encontró A1S_1099 ABIBUN_0
6166 
Transportador de 3-
hidroxifenilpropiónico MhpT 
AB57_1196 No se encontró No se encontró A1S_1112 ABIBUN_0
6231 
Transportador de 4-hidroxibenzoato No se encontró ABAYE2622 No se encontró A1S_111 ABIBUN_0
6271 
Eflujo de treonina No se encontró ABAYE2182 ACICU_01510 AIS_1472 ABIBUN_0
8243 
 FAMILIA MATE 
NorM (Na+) AB57_3873 ABAYE3381 ACICU_00404 A1S_3420 ABIBUN_1
8312 
MatE (Na+) AB57_3873 ABAYE0061 No se encontró  ABIBUN_0
2072 
 FAMILIA ATP 
 Transporte de histidina, proteína de 
unión a  ATP 
No se encontró ABAYE1180 ACICU_02498 No se 
encontró 
ABIBUN_1
3142 
ABC-tipo 
nitrato/sulfonato/bicarbonato  
No se encontró ABAYE3841 ACICU_00050 A1S_0029 ABIBUN_0
0315 
ABC-nitrato/sulfonato/bicarbonato No se encontró ABAYE3840 No se encontró A1S_0030 ABIBUN_0
0320 
ATPasa componentes de ABC  AB57_2396 ABAYE1499 ACICU_02268 A1S_2073 ABIBUN_1
1925 
 Transportador ABC proteína de No se encontró ABAYE2485 No se encontró A1S_1243 ABIBUN_1
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Gen AB0057 AYE ACICU ATCC 
17978 
107m 
                     membrana 2125 
Proteina de  secreción sistema  ABC  No se encontró ABAYE2486 No se encontró A1S_1242 ABIBUN_1
2130 
ABC nitrato/sulfonato/bicarbonato 
 
No se encontró ABAYE3840 No se encontró A1S_0030 ABIBUN_0
0320 
ABCnitrato/sulfonato/bicarbonato  
componentes periplasmicos 
No se encontró ABAYE3841 ACICU_00050 A1S_0029 ABIBUN_0
0315 
ATPasa componentes tipo ABC  
 
 
AB57_0014 ABAYE0007 ACICU_03669 A1S_0007 ABIBUN_0
0040 
ABC-transporte de metal ion, 
                     componente 
periplasmico/antígeno de superficie 
No se encontró ABAYE1365 ACICU_02391  No se 
encontró 
ABIBUN_1
2545 
 FAMILIA smr 
EmrE AB57_3348 ABAYE0636 ACICU_00655 A1S_0710 ABIBUN_0
3469 
QacEdelta1 No se encontró ABAYE1181 No se encontró No se 
encontró 
ABIBUN_1
3137 
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G. Anexo: Análisis comparativo de la similaridad de la familia AdeABC en AB107M respecto a otros genomas de 
A. baumannii 
COINCIDENCIA EN GEN BANK CON Acinetobacter spp. (% Similaridad, %covertura) 
  
Gen IDENTIFICACION CDS 
TAG 
107 m ATCC 17978 AYE ACICU 19606 AB0057 
Tamaño 
gen 
Tamaño 
proteína 
Nucleótido
s 
Aminoácido
s 
Nucleótido
s 
Aminoácido
s 
Nucleótido
s 
Aminoácido
s 
Nucleótido
s 
Aminoácido
s 
Nucleótido
s 
Aminoá
cidos 
ade
A 
ABIBUN_09910 1340 317 98% 100% 41% 98% 97% 100% 100% 98% 98% 100% 100% 98% 96% 34% 100% 98% 97% 100% 100% 
98% 
ade
B  
ABIBUN_09905 3111 1036 96% 100% 100% 99% 100% 96% 100% 99% 100% 95% 100 99% No 
disponible 
100 99% 100% 97% 99% 
99% 
ade
C 
ABIBUN_09995 1262 442 100% 97% 93% 99% 99% 97% 100% 99% 99% 96% 100% 99% No 
disponible 
100% 99% 99% 97% 100% 
99% 
ade
R 
ABIBUN_09915 777 247 100 % 98% No 
disponible 
100% 98% 99% 100% 100% 98% 99% 100% No 
disponible 
99% 100% 100% 98% No 
disponibl
e 
ade
S 
ABIBUN_09920/09925 1284 406 97% 100% 100% 86% 97% 100% 100% 86% 89% 97% 100% 86% No 
disponible 
100% 86% 975 100% 100% 
86% 
ade
T 
09930/ABIBUN_00035 951 331 100% 98% 100% 99% No 
disponible 
99% 58% 100 % 99% 99% 58% No 
disponible 
99% 58% No 
disponible 
99% 
58% 
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H. Anexo: pKNOCKCm-adeB (797 pb): Secuencia del clón 
>TAAAGAGGGGGTTCCGTTGGGGTTCTGTTTTGGTTTTTTCCCCCCCTCTTCCTCTTT
GTTGCCCGCGGCCCCCCGACGCTCCAAAAGTTATTTTTCTCTCCCCCCCTTATAAAT
AAAGGAGAGAAAACAACCCCCCCGGGGGGGGTCCTTTTTTTTCCTCGGGCGGGGG
GTGGCGGTTGAAACCCAGAAAAATTCCCCCGACTCCTTCGAAAAATTCCTTTATCTTG
GAAAAAAGGGTGGATTTCCGAAAAAATCTCTTTTAAGCCCCCGAACCAGGGTTTCGA
CGGAAAACGGAAATTTCCCGCCCAAGATCTTCCGGGTGAGAGATCTGAAGACACCC
AGTCAACCCTGTGATAGACGGACTAAGCTTCCATGTTCCCGTACTAAGCTTTCAAGTT
TAACGTACTAAGTTTTCATGTTTAACGAACTAAACCCTCATGGCTAACGTACTAAGCT
CTCATGGCTAACGTACTAAGCTCTCATGTTTCACGTACTAAGCTCTCATGTTTGAACA
ATAAAATTAATATAAATCAGCAACTTAAATAGCCTCTAAGGTTTTAAGTTTTATAAGAA
AAAAAAGAATATATAAGGCTTTTAAAGCTTTTAAGGTTTAACGGTTGTGGACAACAAG
CCAGGGATGTAACGCACTGAGAAGCCCTTAGAGCCTCTCAAAGCAATTTTGAGTGAC
ACAGGAACACTTAACGGCTGACATGGGAATTCCCCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCT
CTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTATCGATACCTC
ACCTCGAGGGGGGGCCCATTTATGCCAGAGGAAGATCAAGGCTGGTTCATGACTTC
GTTCCAACTACCTTCAGATGCAACCGCTGAGCGTACTCGGAATGTAGTCAATCAATT
TGAAAATAATTTGAAAGACAATCCCGATGTAAAAAGTAATACCACCATTTTGGGATGG
GGTTTTAGTGGCGCAGGACAAAATGTTGCTGTGGCTTTTACGACACTTAAAGACTTC
AAAGAGCGAACTAGCTCTGCATCTAAGATGACAAGCGACGTTAATTCTTCTATGGCG
AACAGTACGGAAGGCGAGACCATGGCCGTTTTACCACCCGCTATTGATGAGTTAGGT
ACTTTTTCAGGTTTCAGTTTACGTTTACAAGACCGCGCTAACTTAGGTATGCCTGCTT
TACTGGCTGCTCAAGATGAACTTATGGCAATGGCAGCCAAGAATAAAAAGTTCTATAT
GGTTTGGAATGAAGGGTTGCCACAAGGTGACAATATTTCTTTAAAAATTGACCGTGAA
AAGCTTAGTGCACTTGGTGTTAAGTTTTCTGATGTTTCAGACATCATCTCTACATCAAT
GGGTTCAATGTATATCAATGACTTCCCTAATCAAGGACGTATGCAACAAGTCATTGTA
CAAGTTGAGGCTAAATCACGTATGCAATTGAAAGATATCTTGAATCTGAAAGTCATGG
GGTCAAGCGGTCAATTAGTCTCGTTATCAGAAGTTGTAACGCCACAATGGAATAAGG
CACCACAACAATATAATCGTTATAACGGACGACCATCTTTGAGTATTGCTGGTATTCC
TAACTTCGGGTACCGAGGACGCGTCCGAATAAATACCTGTGACGGAAGATCACTTCG
CAGAATAAATAAATCCTGGTGTCCCTGTTGATACCGGGAAGCCCTGGGCCAACTTTT
GGCGAAAATGAGACGTTGATCGGCACGTAAGAGGTTCCAACTTTCACCATAATGAAA
TAAGATCACTACCGGGCGTATTTTTTGAGTTATCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAG
CTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCG
TAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCATTGTCCTATAACCAGACCGTTC
AGCTGGAAATTACGGCCTTTTTAAAGACGGTAAAGAAAATAGCCCAAGTTTTATCCG
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GCCTTTATTCCATTCTTGCCCCCCTAAGAAAGGCCCTCCGGAATTCCTTTTGGCATG
AAAAACGGGAACTTGGGGATTGGGAAAGGGTCACCTTTGTACACCGTTTCTTAGGAA
ACAGGAAAGTTTTTTCCCTTGGGAGGAACCCCCCAAATTCCGGGGTTTCACATTTAT
CCAAAAAAGGGGGTGGGGGAAACCGCCCATCCTCCACGTGGTGGGAAGTTATTTTC
TCCCCCCCCGGGGAGTGGACGTTTAAATTGGGAGAGAAAGAACTCTCTTCTCCCGC
ATATATAGAAGAGGAAAGCGGGGGGATTGTCCTTTGTGTGTGCGTTCGAAA 
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I. Anexo: Mutante ΔadeBAB017M-10-Secuencia de nucleótidos 
>GTTGCGTCGAATTAAAGGAGGGTTTCTCTACAGCGGGGGGGCAGGAATTCCCC
TCCACCGGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGA
ATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCATTTATGC
CAGAGGAAAGGTGACTTCGTTCCAACTACCTTCAGATGCAACCGCTGAGCGTAC
TCGGAATGTAGTCAATCAATTTGAAAATAATTTGAAAGACAATCCCGATGTAAAAA
GTAATACCACCATTTTGGGATGGGGTTTTAGTGGCGCAGGACAAAATGTTGCTGT
GGCTTTTACGACACTTAAAGACTTCAAAGAGCGAACTAGCTCTGCATCTAAGATG
ACAAGCGACGTTAATTCTTCTATGGCGAACAGTACGGAAGGCGAGACCATGGCC
GTTTTACCACCCGCTATTGATGAGTTAGGTACTTTTTCAGGTTTCAGTTTACGTTT
ACAAGACCGCGCTAACTTAGGTATGCCTGCTTTACTGGCTGCTCAAGATGAACTT
ATGGCAATGGCAGCCAAGAATAAAAAGTTCTATATGGTTTGGAATGAAGGGTTGC
CACAAGGTGACAATATTTCTTTAAAAATTGACCGTGAAAAGCTTAGTGCACTTGGT
GTTAAGTTTTCTGATGTTTCAGACATCATCTCTACATCAATGGGTTCAATGTATAT
CAATGACTTCCCTAATCAAGGACGTATGCAACAAGTCATTGTACAAGTTGAGGCT
AAATCACGTATGCAATTGAAAGATATCTTGAATCTGAAAGTCATGGGGTCAAGCG
GTCAATTAGTCTCGTTATCAGAAGTTGTAACGCCACAATGGAATAAGGCACCACA
ACAATATAATCGTTATAACGGACGACCATCTTTGAGTATTGCTGGTATTCCTAACT
TCGGGTACCGAGGACGCGTCCGAATAAATACCTGTGACGGAAGATCACTTCGCA
GAATAAATAAATCCTGGTGTCCCTGTTGATACCGGGAAGCCCTGGGCCAACTTTT
GGCGAAAATGAGACGTTGATCGGCACGTAAGAGGTTCCAACTTTCACCATAATGA
AATAAGATCACTACCGGGCGTATTTTTTGAGTTATCGAGATTTTCAGGAGCTAAG
GAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATCACCGTTGATATATCCCAATGG
CATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGGACCTATAACC
AGACCGTTCAGCTGGATATACCGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAATAAGCCC
AAGTTTTATCCGGCCTTTATCCCATTCTTGCCCGCTGAAGAAGGCCATCCCGAAT
TTCCTATGGGCATGAAAAACGGGAACTTGGGAATCGGGAAAGGGTCCCCCTTGT
AACCCGTTTCCATGAGCAACTGGAACGTTCTCCCCTCTTGAATGGATCCAGAAGA
ATTCCGGGGGTTCCACCATATTTCGAAAATTGGGGCGTTAAG   
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J. Anexo: Mutante ΔadeBAB017M-12: Secuencia de nucleótidos 
TTCCCCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCA
GGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCATTTATGC
CAGAGGAAGATCAAGGCTGGTTCATGACTTCGTTCCAACTACCTTCAGATGCAACCG
CTGAGCGTACTCGGAATGTAGTCAATCAATTTGAAAATAATTTGAAAGACAATCCCGA
TGTAAAAAGTAATACCACCATTTTGGGATGGGGTTTTAGTGGCGCAGGACAAAATGT
TGCTGTGGCTTTTACGACACTTAAAGACTTCAAAGAGCGAACTAGCTCTGCATCTAA
GATGACAAGCGACGTTAATTCTTCTATGGCGAACAGTACGGAAGGCGAGACCATGG
CCGTTTTACCACCCGCTATTGATGAGTTAGGTACTTTTTCAGGTTTCAGTTTACGTTT
ACAAGACCGCGCTAACTTAGGTATGCCTGCTTTACTGGCTGCTCAAGATGAACTTAT
GGCAATGGCAGCCAAGAATAAAAAGTTCTATATGGTTTGGAATGAAGGGTTGCCACA
AGGTGACAATATTTCTTTAAAAATTGACCGTGAAAAGCTTAGTGCACTTGGTGTTAAG
TTTTCTGATGTTTCAGACATCATCTCTACATCAATGGGTTCAATGTATATCAATGACTT
CCCTAATCAAGGACGTATGCAACAATCATTGTACAAGTTGAGGCTAAATCACGTATG
CAATTGAAAGATATCTTGAATCTGAAAGTCATGGGGTCAAGCGGTCAATTAGTCTCGT
TATCAGAAGTTGTAACGCCACAATGGAATAAGGCACCACAACAATATAATCGTTATAA
CGGACGACCATCTTTGAGTATTGCTGGTATTCCTAACTTCGGGTACCGAGGACGCGT
CCGAATAAATACCTGTGACGGAAGACCACTTCGCAGAATACATAAATCCTGGCGTCC
CTGTTCATCCCGGGAACCCCTGGGCCATCTTTTGGCGAAACCGACACGCTGATCAG
CACGTTCGAGGTTCCAACTTACAACATAAAGAACCTA
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